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前 襄 


HE DNA 分 析 ， 通 称 DNA 鉴定 。 因 为 它 的 极 高 的 识别 率 和 灵敏 度 ， 自 建立 以 来 的 短 
短 17 年 间 得 到 了 飞速 的 发 展 和 广泛 的 应 用 ,今天 它 已 经 成 为 各 国 刑事 侦查 和 司法 审判 王 
取证 据 的 重要 的 不 可 缺少 的 科学 技术 手段 。 

本 人 十 多 年 一 直 从 事 法 医 DNA 分 析 应 用 的 研究 、 办 案 和 新 技术 培训 ， 一 方面 深 感 法 
E DNA 分 析 技 术 发 展 非常 之 快 ， 可 谓 “ 日 新 月 异 "; 另 一 方面 也 深 感 法 医 DNA 分 析 涉 及 
喧 传 学 、 分 子 过 传 学 、 群 体 遗 传 学 、 生 物化 学 、 分 子 生 物 学 、 生 物 统计 学 和 计算 机 学 等 众 
多 学 科 ， 是 多 科 的 交叉 、 综 合 ， 而 且 前 既 全 面 系 统 又 以 新 技术 为 主 ， 既 有 简单 必要 的 基础 
理论 又 有 详尽 的 实验 操作 的 法 医 DNA 分 析 的 书 却 比 较 少 。 有 鉴于 此 ， 结 合 自 己 多 年 的 研 
究 成 果 、 实 际 检 案 和 培训 经 验 ， 和 参考 国内 外 有 关 文 献 著作 ， 编 写 了 本 书 , 希望 为 我 国法 医 
DNA 分 析 发 展 作出 一 些 绵 薄 之 力 。 

本 人 在 此 书 中 力求 对 子 法 医 DNA 分 析 技 术 从 理论 基础 、 技 术 操 作 到 结果 应 用 有 一 个 
全 面 的 总 体 的 介绍 ， 充 分 和 概括 地 反映 这 一 领域 的 研究 应 用 成 果 ， 对 于 当前 的 主流 应 用 技 
术 给 予 详尽 的 叙述 ， 对 子 其 发 展 有 一 定 的 前 瞻 性 展示 。 对 涉及 的 基础 理论 和 技术 给 予 必 要 
的 笔 旱 。 在 章节 内 容 安排 上 逐步 展开 ， 黄 便于 了 阅读。 力求 做 到 上 内容 实 用 、 先 进 、 简 明 易 
读 。 

在 本 书 编写 过 程 中 得 到 了 李 伯 龄 主任 法 医师 、 倪 锦 堂 主任 法 医师 、 杨 庆 恩 教授 、 候 一 
平 教授 、 叶 健 主任 法 医师 等 的 帮助 和 鼓励 ， 对 书稿 所 出 了 许多 宝贵 意见 ， 在 此 表示 衷心 的 

EE DNA 分 析 技 术 发 展 很 快 ， 编 者 水 平 有 限 ， 错 漏 之 处 在 所 难免 ， 欢 迎 批评 指正 。 


作者 WSH 
2002 年 上 月 


序 一 


很 高 兴 应 道 为 本 书 作 序 。 法 医 DNA 技术 一 直 是 我 多 年 以 来 在 专业 上 所 特别 关注 的 领 
Re 

20 世纪 最 后 2 个 年 代 在 刑事 科学 领域 里 最 大 的 进展 莫 过 于 DNA 鉴定 技术 的 出现 和 应 
用 。 它 为 成 干 上 万 的 各 种 案件 的 侦破 和 解决 提供 了 剖 有 力 的 科学 证 据 ， 

DNA 鉴定 技术 由 于 是 从 生物 的 分 子 一 基因 水 平 揭露 生物 的 特性 ， 它 的 极 高 鉴定 能 力 
和 和 比较 广泛 应 用 的 可 能 性 以 及 在 侦 审 中 的 独特 作用 ， 使 其 一 在 受到 高 度 的 重视 ， 售 受 关 
$, 分子 生 物 和 基因 等 基础 和 相关 领域 的 进展 使 其 发 展 飞 快 。 自 1985 年 英国 遗传 学 家 
Alec Jeffreys 建立 了 DNA 指纹 技术 以 来 ， 新 技术 新 方法 不 断 出 现 ， 可 虎 用 的 各 种 遗传 标记 
与 日 俱 增 ， 所 探讨 解决 的 问题 也 在 逐步 扩大 。 今 天 DNA 技术 已 成 为 个 人 识别 和 血缘 鉴定 
的 最 有 效 方 法 ， 并 且 正 在 朝 着 使 这 些 鉴定 向 可 以 检验 各 种 条 件 下 的 检 材 和 更 进一步 准确 、 
微量 、 快 速 、 自 动 化 及 数据 库 的 方向 发 展 。 与 此 同时 ,正在 全 方位 的 研究 开发 和 利用 
DNA 所 具有 可 揭示 生物 各 种 特征 信息 的 潜能 ， 半 从 人 扩大 到 动物 ， 芒 至 其 他 生物 ， 为 刑 
恢 和 司法 鉴定 服务 。 可 以 说 DNA 鉴定 技术 的 发 展 前 途 广 阔 ， 方 兴 林 其。 

本 书 的 作者 是 一 位 十 多 年 来 一 直 在 从 事 法 性 DNA 分 析 应 用 的 研究 . 办 案 和 新 技术 培 
训 的 年 轻 专业 工作 者 。 书 中 对 于 法 医 DNA 分 析 这 一 涉及 众多 学 科 的 新 技术 ,做 了 比较 全 
面 的 系统 的 既 有 简明 的 理论 基础 又 有 详尽 的 实验 操作 技术 的 介绍 。 广 泛 地 吸收 了 国内 外 他 
大 的 学 术 成 就 ， 融 人 了 作者 自己 的 科研 成 果 和 办 案 经 验 。 书 中 对 于 人 以 外 的 其 他 生物 的 
DNA 鉴定 ， 对 于 DNA 芯片 和 单 核 苷 酸 多 态 性 等 DNA 分 析 应 用 的 新 内 容 和 新 技术 ， 也 有 较 
多 涉及 。 恋 后 感到 这 是 一 本 内 容 丰 富 、 新 信息 多 、 实 用 性 强 、 有 前 脆性 的 好 书 。 无 论 是 对 
于 从 事 法 医 DNA 分 析 的 工作 者 或 者 想 要 了 解 DNA 鉴定 技术 的 刑侦 、 辣 法 审判 、 律 师 或 其 
他 读者 都 将 会 有 很 大 神 益 。 

借 为 本 书 作 序 之 机 ， 希 望 能 不 断 地 有 反映 法 医 DNA 分 析 发 展 的 新 书 问世 ， 以 促进 
DNA 技术 的 应 用 和 发 展 。 
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序 二 


20 世纪 10 年 代 ， 法医 物 证 个 体 识别 鉴定 靠 血型 。 受 蛋白 质 水 平 遗 传 标记 的 多 态 性 和 
检测 技术 的 限制 ， 在 个 体 识别 鉴定 ， 只 能 是 “排除 是 肯定 的 ,认定 是 相对 的 "。 曾 经 梦想 
只 用 一 种 高 多 态 性 遗传 标记 系统 能 够 区 别 世 界 上 所 有 的 个 体 ， 梦 想 只 用 一 种 简单 的 方法 能 
够 在 最 短 的 时 间 内 作出 鉴定 结论 。 

划时代 的 技术 突破 出 现在 1985 F, KARPER Jeffreys 建立 DNA 指纹 技术 。 应 用 人 
肌 红 蛋白 基因 内 含 子 小 卫星 探 针 33.6 和 33.15 制作 的 RFLP 图 ， 具有 惊人 的 个 体 特 蜡 性， 
能 够 区 分 世界 上 所 有 的 个 体 。DN5 指纹 实现 了 法 医学 的 第 一 个 梦想 ，DNA 指纹 广泛 应 用 
在 各 类 案件 调查 中 。 有 关 卫 星 DNA- VNTR 分 型 的 理论 研究 逐渐 深信， 法 医学 研究 的 旧 光 
开始 集中 在 DNA 片段 长 度 遗 传 标记 ， 认识 到 卫星 DNA - VNTR 序列 分 型 将 是 法 医 物证 鉴定 
的 希望 所 在 。 

法 医 物 证 学 第 二 个 梦想 的 实现 靠 Mullis 的 PCR 技术 。PCR 近乎 一 种 魔法 ， 方 法 简单 得 
令 人 不 可 思议 : 把 模板 DNA., dNTP, DNA 聚合 酶 、 引 物 同 辟 一 个 反应 管内 ， 通 过 三 个 温 
度 点 的 循环 ， 数 小 时 内 ， 靶 DNA 片段 被 扩 增 近 100 万 信 。 直 接 采 用 PCR 扩 增 VNTR 基因 
座 的 片段 长 度 等 位 菇 因 ， 电 泳 检测 基因 型 。 利 于 高 效 、 简 单 的 PCR 和 高 多 态 性 特征 的 VN- 
TR 遗传 标记 ， 达 到 了 扒 确 、 快 速 、 认 定 同 一 性 的 目标 ，PCR - STR 分 型 已 经 成 为 目前 个 体 
识别 鉴定 的 主流 技术 。 近 十 年 ， 法 医 牺 证 鉴定 技术 连 跨 两 大 步 ， 是 进 客 最 快 的 时 期 ， 尤 以 
PCR 入 生 的 各 类 新 技术 ， 新 的 DNA 标记 系统 不 断 发 现 ， 法 医 物证 鉴定 技术 研究 突飞猛进 。 
荧光 标记 STR 复合 扩 增 检测 实现 了 自动 化 、 标 准 化 ， 实 现 了 微机 联网 ， 异 地 查询 的 昌 标 ， 
CODIS 计划 就 是 一 个 成 功 的 范例 。 

2001 年 ， 人 类 基因 组 计划 (HGP) 完成 了 第 一 张 人 类 基因 组 工作 草图 ， 单 核 背 酸 多 态 
性 (SNP) 引起 法 医学 界 的 注意 ，SNP 可 能 是 最 能 反 跌 群体 和 个 悼 遗 传 特征 的 一 种 DNA $R 
记 。 应 用 高 通 量 的 生物 芯片 技术 检测 多 SNP 座位 成 为 目前 法 医学 应 用 研究 的 前 沿 课题 。 
这 是 一 个 新 的 期 望 ， 也 是 一 种 新 的 挑战 。 

在 世纪 交替 的 时 刻 ， 我 国 的 DNA 分 析 技 术 发 展 很 快 ， 法 医学 省 投 人 了 极 大 的 热忱 。 
早 在 1987 F, RAH DNA 指纹 技术 开始 应 用 ， 在 数 以 千 计 的 物证 鉴定 中 积累 了 可 贵 的 实 
三 经 验 ， 在 侦破 大 、 要 案 中 起 到 了 关键 作用 。 进 人 20 世纪 90 年 代 ，PCR 检测 技术 开始 在 
国内 迅速 推广 ，PCR - STR 分 型 技术 普及 到 了 基层 。 在 打击 犯罪 的 复杂 斗争 中 ，DNA 分 析 
的 作用 越 来 越 重要 。 各 地 司法 机 关 投 人 大 量 的 人 力 、 物 力 ， 引 进 自动 化 多 STR 基因 座 分 
过 检测 仪器 和 技术 ， 我 国 的 DNA 分 析 已 基本 与 国际 接轨 。 和 值得 注意 的 是 ， 在 DNA 分 析 技 
术 普 及 的 10 余年 中 ， 培 养 世 一 批 青年 技术 队伍 ， 他 们 思想 素质 好 ， 工作 热 情 高 ， 基 础 扎 
实 ， 业务 精 通 ， 活 路 在 与 犯罪 作 斗 争 的 第 一 线 。 他 们 是 我 国法 医事 业 的 希望 。 

作者 郑 秀 茎 十 多 年 来 ， 通 过 一 线 工作 的 锻炼 ,积累 了 丰富 的 实践 经 验 。 法 医 DNA 
分 析 涉 及 医学 、 遗 忧 学 、 分 子 生 物 学 、 生 物 统计 学 、 免 疫 学 等 多 种 学 科 理 沧 。 由 于 学 科 进 
宇 很 快 ， 新 的 理论 、 技 术 层 出 不 穿 ， 让 人 目 不 眼 接 。 作 者 力求 从 DNA 分 析 的 基础 理论 人 


F, MHT DNA 指纹 、PCR - STR 分 型 、DNA 序列 测定 和 法 医 统计 学 等 主要 内 容 。 全 书 由 
浅 入 深 ， 突 出 理论 与 实践 的 结合 的 原则 ， 结 合 国 内 DNA 分 析 的 现状 和 各 类 物证 材料 特点 ， 
总 结 出 许多 宝贵 的 实践 经 验 。 书 中 还 介绍 了 近年 来 许多 新 的 技术 资料 ， 对 DNA 分 析 的 技 
术 前 最 作 了 展望 。 从 办 案 第 一 线 工 作 的 角度 来 审视 这 本 《法 医 DNA 分 析 》， 将 会 有 更 深刻 
的 体会 ， 更 自 特 殊 的 实用 价值 。 


HWRE 
2002 年 3 月 
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4.2.4 提取 注意 事项 pp 
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4.3.3 Microcon 100 EK Ce 
4.4 DNA 的 贮存 
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4.5.2 Centricon 30 或 Microcon 100 法 … 
4.5.3 纯化 试剂 全 = 
4.5.4 Sephadex G50 H e De 
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.5 D5S818 $ A ' 261 
.6 D6S366 [HE pp 262 
.7 D7S809 基因 座 263 
.8 D7S817 基因 座 ' 263 
.9 D7S820 基因 座 263 
.10 D8S384 基因 座 a . 263 
.11 D8S1132 基因 座 - 265 
.12 D851179 基因 座 ' 266 
.13 D10S1213 基因 订 po 267 
.14 D1081432 基因 座 a 267 
.15 D10S2325 基因 座 pp 268 
.16 D125375 基因 座 a 268 
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.2.9 A10 6j pE eee 
2.10 C4 P q: s pe 
.2.11 4A7.1 基 因 订 Ne 
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14.4 Y Pete STR ADA RETEA IE AE FE a o i 
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15.2 线粒体 DNA 踢 传 系统 的 特点 ee 
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15.3.1 分 析 方 法 … 
15.3.2 遗传 统计 分 析 … 


15.4.1 MESIH 


和 BEA EEA 
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15.4 线粒体 DNA 测序 pp 
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15.4.5 循环 测序 两 种 荧光 标记 法 测序 的 峰 形 特点 …… 
15.4.6 荣光 自动 测序 分 析 中 的 常见 问题 ……………… 
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15.5 四 色 荣 光标 记 匣 相 测 序 分 析 a 


15.6 法 医学 应 用 
15.6.1 意义 … 
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15.6.2 应 用 注意 事项 a 


15.6.3 分 型 结果 解释 … 


第 十 六 章 SNP (k BË S ik) 分析 


16.1 概述 
16.1.1 SNP 形成 原因 
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16.1.3 法 医学 应 用 
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16.2.1 引物 丐 伸 结 合 变性 高 压 液 相 色 谱 法 …………… 
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16.2.7 分 子 信 息 法 站 
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17.1 Bh BDE IE ep 
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17.2.1 概述 和 
17.2.2 ZFY/ZFX 基因 pe 
17.2.3 Amelogenin 基 国 ASS a 
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18.2.3 多 态 性 信息 合 量 et， 


18.2.6 非 父 排除 概率 …，…: 
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19.1.1 密 个 供 体 的 混 各 样 靖 全 9 
19.2 不 同 检验 系统 的 结果 解释 a 393 
19.3 线粒体 DNA 测序 404 
第 二 十 章 ”个体 识别 | 
20.2 Tis aa 5 
20.3.3 EARBA HiH a 408 
20,3.4 个 栖 识别 注意 问题 409 
20.4 混合 样品 分 析 en 412 
第 二 十 一 章 ”亲子 鉴定 
21.1 概 和 证 422 
21.1.1 亲子 鉴定 案 笠 nn 422 
21.1.2 亲子 鉴定 应 用 的 遗传 标记 3 423 
21.1.3 亲子 鉴定 原理 pp 423 
1.2 非 父 排 除 概率 与 亲 权 指 著 ee 424 
1.2.1 非 父 排除 概 率 nn 424 
21.2.2 贫 权 指 烙 ee 425 


to ho 


21.3 亲子 鉴定 a 432 
21.4 亲子 鉴定 应 注意 的 问题 Cs entertant 434 
第 二 十 二 章 ”其 他 法 医 DNA 分 析 应 用 
22.1 DNA 检验 应 用 于 年 肯 推 断 ererrrerrerrrrrenrnnrunrrnrunrenrananerurrarenrenranrr asn ers ren 437 
22.1.1 mtDNA 4977 bp AIEEE errrrerennnennunururrorrurrnurrerartsrrarenatttptseteeter terser erettt 437 
72.1.2 端 粒 en 438 
22.2 DNA 分 析 在 死亡 时 间 挫 断 上 的 应 用 ee 439 
22.3 昆虫 DNA 分 析 在 法 医 鉴 定 中 的 应 用 es 439 
22.3.1 昆虫 线粒体 DNA 细胞 色素 氧化 酶 序列 分 析 oo 440 
22.3.2 昆虫 的 RAPD 分 析 a 443 











22.3.3 昆虫 中 的 人 DNA SPT eeseessssesssassssrastasrassstesssasrasnaa 
22.4,1 狗 和 猫 的 DNA 分 析 pp 
22.4.3 Ë PJ DNA 分 析 ee 
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23.1.1 概述 ye 
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1985 年 英国 遗传 学 家 Alec Jeffreys 建立 了 DNA 指纹 技术 ， 并 用 它 成 功 地 进行 第 一 起 移 
民 案 涉及 的 亲子 鉴定 ， 开 用 了 法 医 物证 DNA 分 析 的 先河 ， 在 个 体 同一 认定 和 亲子 鉴定 上 
实现 了 从 否定 、 排 除 到 认定 的 质 的 飞 获 ,使 生物 物证 鉴定 进入 了 新 的 纪元 ， 为 刑事 侦查 、 
司法 审判 提供 了 有 力 的 证 据 。 

法 医 DNA 技术 在 此 后 短 短 的 10 多 年 里 得 到 了 飞速 的 发 展 和 广泛 的 应 用 。 我 国 自 开 展 
HE DNA 分 析 以 来 ， 应 用 该 技术 成 功 地 鉴定 了 太 量 疑难 案件 物证 ， 在 众多 的 刑事 案件 的 
侦破 、 民 事 案件 的 解决 和 一 些 重大 事故 的 尸 源 认 定 上 发 挥 了 重要 作用 。 在 2000 年 公安 部 
开展 的 打击 斤 卖 妇女 此 童 专 项 斗争 中 ， 应 用 DNA 分 析 技 术 进 行 了 大 量 的 亲子 鉴定 ， 辩 明 
了 被 指 九 童 的 身份 ， 使 他 们 问 到 了 亲生 父母 身边 。 所 有 这 些 使 广大 公安 政法 人 人 员 以 及 百姓 
逐渐 了 解 、 认 识 法 医 DNA 技术 的 重要 作用 。 媒 体 对 一 些 重大 案件 的 报道 ， 特 别 是 对 美国 
辛 普 生 谋杀 前 妻 和 前 圳 男友 案 的 世纪 审判 等 的 广泛 报道 和 炒作 ， 使 法 医 DNA 技术 得 到 更 
广泛 的 宣传 ， 已 经 是 家 喻 户 晓 ， 老 少 皆 知 。 

今天 随 着 法 制 建设 的 不 断 完善 和 DNA 技术 的 发 展 ， 要 求 进行 DNA 检验 的 案件 越 来 越 
多 ,法 医 DNA 分 析 如 今 已 成 为 生物 物证 检验 的 常规 技术 。 


1.1 EE DNA 分 析 的 研究 内 容 


EE DNA 分 析 ， 是 应 用 现代 DNA 技术 分 析 DNA 遗传 标记 在 群体 中 的 分 布 与 传递 规 
律 ， 确 定 分 析 样 品 的 一 致 性 与 遗传 关系 ， 为 侦查 破案 和 司法 审判 提供 证 据 的 一 门 科学 技 
术 。 法 医 DNA 分 析 又 称 法 医 分 子 生 物 学 ， 或 法 医 分 子 遗 传 学 ， 通 称 DNA 鉴定 ， 涉 及 遗传 
学 、 分 子 遗 传 学 、 和 群体 遗传 学 、 生 物化 学 、 分 子 生 物 学 、 生 物 统计 学 和 计算 机 学 等 学 科 ， 
是 多 门 学 科 的 交叉 和 综合 应 用 。 

DNA (deoxyribonucleic acid) 是 脱氧 核糖 核酸 的 简称 。 它 主要 由 四 种 碱 基 A、T、G 利 C 
组 成 ， 是 存在 于 细胞 中 的 遗传 物质 。 遗 传 物质 包含 了 任 一 机 体 发 育 和 功能 所 必需 的 全 部 信 
息 。 除 局 孵 双 生 外 ， 每 个 生物 包括 人 的 这 四 称 碱 基 排 列 顺序 一 一 DNA 碱 基 序列 是 不 赔 的 ， 
独一无二 的 。 人 类 DNA 含有 3.2 x 10? 个 碱 基 对 ， 其 中 99.9% h] DNA 序列 是 相同 的 ， 另 
外 的 0.1% 在 个 体 闻 有 差异 。 这 些 DNA 序列 上 的 差异 有 的 在 个 人 的 特征 如 眼睛 、 发 色 和 肤 
色 等 上 表现 出 来 ， 更 多 的 是 不 表现 在 个 人 的 生理 外 观 特征 上 ， 必 须 用 实验 室 的 特殊 技术 才 
能 测定 出 来 ， 其 他 生物 也 是 如 此 。 个 体 间 的 DNA 差异 及 其 遗传 规律 ， 个 体 的 DNA 差异 与 
生物 性 钛 的 美 系 ， 对 于 解决 侦查 破案 、 司 法 审判 遇 到 的 问题 非常 重要 ， 这 些 问题 是 法 庭 科 
学 家 们 所 关心 的 和 所 要 研究 的 。 

Á 1985 年 DNA 指纹 技术 诞生 以 来 ， 经 过 十 多 年 的 发 展 ， 法 医 DNA 分 析 已 建立 了 DNA 
指纹 技术 、PCR 扩 增 片段 长 度 多 态 性 分 析 技 术 和 线粒体 DNA 测序 等 三 大 主要 技术 ， 并 在 
它们 基础 上 发 展 出 一 些 新 技术 方法 ， 如 MVR- PCR, PCR- SSOP, SSP- PCR 等 ， 共 同形 
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成 了 法 医 DNA 分 析 技 术 。 这 些 技术 方法 在 个 体 识 别 率 、 检 验 时 间 及 灵敏 度 上 有 所 差别 
(图 1- 1)， 随 着 各 种 新 的 分 析 技 术 的 不 断 建立 ， 检 验 的 遗传 标记 的 不 断 增 加 ， 提 供 的 信 
息 类 型 不 断 扩大 ， 涉 及 的 理论 不 断 深入 和 完善 ， 各 种 数据 的 不 断 丰 宣 ， 使 法 医 DNA 分 析 
不 断 地 得 到 了 发 展 。DNA 分 析 技 术 不 断 提高 灵敏 度 、 加 快 检验 速度 ， 从 原来 的 需要 大 量 
生物 检 材 才能 潢 足 检 验 到 现在 可 以 进行 单个 细胞 检验 ， 检 验 的 时 间 从 先前 的 6~8 REA 
前 的 数 个 小 时 ， 不 论 是 有 核 细胞 ， 还 是 无 核 细 胞 ， 都 可 以 应 用 不 同 的 方法 进行 检验 ， 大 大 
拓宽 了 生物 物证 检验 的 范围 ， 提 高 了 生物 物证 的 有 效 利用 率 。 逐 步 向 自动 化 发 展 ， 日 益 满 
足 刑 事 侦 查 、 避 法 审判 的 需要 。 
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图 1-1 DNA 址 传 标记 与 技术 比较 
1.2 法 医 DNA 分 析 的 对 象 


DNA 存在 于 各 种 生物 的 细胞 内 ， 因 此 理论 上 含有 细胞 的 各 种 生物 材料 都 可 以 进行 法 
E DNA 分 析 。 从 物证 鉴定 的 角度 可 以 分 为 四 类 : 0) 人 体 的 各 种 体液 〈 斑 痕 )、 组 织 、 毛 
发 及 表皮 脱落 物 ; (2) 各 种 动物 成 分 ; (3) 植物 的 根 、 茎 、 时 、 花 、 果 与 种 子 ; (4) 细菌 
与 真菌 等 微生物 。 

ABERE GERDO 及 组 织 是 法 医 鉴定 的 各 类 案件 中 涉及 最 多 的 生物 物证 ， 对 于 
这 一 部 分 DNA 分 析 的 应 用 研究 最 多 ， 也 最 充分 ， 是 法 医 DNA 分 析 的 主要 客体 。 在 法 医 鉴 
定 的 各 类 案件 中 过 到 的 各 种 动物 的 毛 等 已 成 为 法 医 DNA 分 析 的 检 材 。 近 年 来 已 经 开始 注 
意 应 用 法 医 DNA 分 析 涉 及 动物 引起 的 纠纷 案 华 物证 。 另 外， 法医 DNA 分 析 开 始 对 现场 、 
犯罪 嫌疑 人 等 处 的 动 植物 及 土壤 微生物 痕迹 进行 检验 ， 推 断 嫌 颖 人 是否 去 过 案 发 现场 ， 确 
定 嫌疑 人 与 案件 的 关系 。 虽 然 人 及 某 些 动物 以 外 的 这 些 生物 物证 的 DNA 分 析 应 用 ， 还 要 
取决 于 对 其 DNA 特征 与 数据 的 研究 进展 ， 应 用 开发 以 及 侦 审 工作 的 需要 ， 但 他 们 势必 将 
逐渐 成 为 法 医 DNA 分 析 的 常规 检验 对 象 之 一 。 


1.3 法 医 DNA 分 析 的 任务 


EE DNA 分 析 的 景 大 优势 就 是 它 的 高 识别 率 ， 能 进行 个 体 间 一 认定 与 亲子 和 鉴定， 这 
也 是 生物 物证 鉴定 的 主要 目的 。 因 此 ， 人 以 及 动物 的 个 体 识别 与 亲子 鉴定 是 法 医 DNA 分 
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析 的 主要 任务 。 由 于 DNA 遗传 标记 非常 丰富 ，Y 染色 体 的 遗传 标记 是 父系 遗传 ， 线 粒 体 
DNA 是 母系 遗传 ， 从 而 可 以 进行 几 代 ， 甚 至 多 代 的 亲缘 关系 鉴定 ， 使 昔日 根据 一 般 遗 伟 
标记 的 亲子 鉴定 的 有 限 范 围 得 到 较 太 的 扩大 ， 实 际 法 医 DNA 分 析 的 亲子 鉴定 已 成 为 血缘 
关系 鉴定 。 

DNA 是 一 切 生物 的 遗传 物质 ， 决 定 着 生物 的 个 体 性 状 、 特 征 忆 及 生理 状况 等 ， 因 此 
从 理论 上 说 ， 傅 定 个 体 的 其 他 特征 ， 也 将 是 未 米 法 医 DNA 分 析 可 能 担负 的 任务 。 


1.4 法 医 DNA 分 析 在 案件 中 的 应 用 


法 医 DNA 分 析 可 以 应 用 于 所 有 涉及 有 细胞 的 物证 的 案件 中 。 可 以 进行 法 医 DNA 检验 
的 案件 有 : HR. ERPE. TERIER; 在 现场 无 意 中 留 下 指纹 BA. EA Ok. H 
TAS AMENER, AART, UK- SRE T: PEP 3 PMA SE; 空难 或 其 他 
灾难 性 事件 中 忆 尖 认定、 交通 事故 中 尸 源 认 定 与 确定 带 有 可 疑 血 痕 、 组 织 或 毛发 等 的 嫌疑 
肇事 车 是 否 为 秘 事 车 的 案件 ; HELE, AE, BR., AP., FR BPR, WUER 
中 起 生 和 医院 错 抱 婴儿 的 亲子 鉴定 ; 器 官 移植 、 医 疗 纠纷 中 的 个 体 识别 与 亲子 鉴定 等 等 ， 
法 医 DNA 分 析 的 应 用 范围 非常 广泛 。 


1.5 法 区 DNA 分 析 的 特点 


1. 遗传 标记 多 ， 信 息 量 大 。DNA 多 态 性 标记 在 生物 体内 的 分 布 远 多 于 蛋白质 标记 ， 
标记 多 态 性 程度 大 大 超过 看 白质 标 记 。 仅 分 析 其 中 的 少 部 分 遗传 标记 就 完全 可 以 直接 进行 
个 体 同一 认定 与 亲子 鉴定 ， 具 有 非常 高 的 识别 率 和 鉴定 能 力 。 

2. 标记 的 遗传 类 型 全 ， 有 按 备 德 尔 分 离 和 自由 组 合 律 遗传 的 常 染 色 体 遗 传 标记 ， 人 也 
有 只 父系 遗传 的 Y 染色 体 的 遗传 标记 和 母系 遗传 的 线粒体 DNA 序列 差异 。 利 用 DNA 遗传 
标记 可 以 进行 几 代 甚至 隔 代 、 多 代 的 血缘 关系 的 鉴定 。 

3. 可 分 析 的 物证 种 类 多 ， 存 在 比较 广泛 。 凡 是 含有 细胞 的 生 牺 材料 均 能 进行 DNA 分 
析 ， 这 类 物质 可 在 很 多 种 案 侍 中 提取 到 。 具 有 检 材 的 多 样 性 与 应 用 的 广泛 性 。 

4, 对 于 自然 环境 其 有 相对 比较 高 的 稳定 性 。DNA 遗传 标记 相对 稳定 ， 保 存世 十 年 的 
血 痕 、 精 斑 仍 可 以 进行 DNA 人 分析， 其 至 历时 数 千年 的 木乃伊 也 可 以 获得 合 有 一 定 遗 传 信 
息 的 结果 。 

5. 方法 灵敏 ， 检 材 用 量 少 。 当 前 的 主流 技术 都 是 以 PCR 技术 为 基础 ， 具 有 上 比较 高 的 
灵敏 度 ， 理 论 上 一 个 细胞 的 DNA 邯 可 分 析 。 实 际 应 用 中 ， 灵 敏 度 为 ng 级 DNA， 只 需 很 少 
的 检 材 ， 即 可 获得 检验 结果 。 

6. 同一 个 体 物 证 具有 比 对 的 通用 性 。 同 一 个 体 的 各 种 组 织 DNA 具有 相同 的 序列 特征 ， 
即 个 体 组 织 的 同一 性 ， 狂 如 全 息 报 影 ， 因 此 可 以 用 同一 个 体 的 任 一 部 分 组 织 或 体液 得 到 该 
个 体 的 相同 的 全 部 信息 ， 进 行 比 对 和 鉴定 ， 而 不 必 一 定 要 采用 相同 的 组 织 。 

7. 自动 化 程度 高 ， 速 度 快 。 

8. 可 以 建立 数据 库 ， 进 行 查 档 比 对 ， 和 检索 破案 。 
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1.6 法 医 DNA 分 析 的 浴 革 与 国内 外 进展 


1.6.1 沿革 

1944 年 Oswald Avey 让 实 了 细胞 成 分 DNA 【脱氧 核糖 核 酶 deoxyribonucleic Acid) 为 
遗传 特征 从 上 代 向 下 一 代 传 递 的 载体 。 

1953 年 James Watson 和 Francis Crick MBA T DNA 分 子 结构 为 双 螺 旋 结 构 ，DNA 分 子 
本 身 的 特征 很 好 地 解释 了 包括 稳定 地 复制 自身 并 从 上 一 代 传 递 给 下 一 代 能 力 的 特性 。 

1980 年 David Bostein 和 同事 首先 发 现在 遗传 水 平 上 人 群 间 存 在 小 的 差异 ， 用 RFLP 
技术 检测 这 种 差异 。 

1984 年 Alec Jeffreys 在 调查 疾病 的 DNA 遗传 标记 时 ， 发 现 了 RFLP 技术 在 个 人 识别 
科学 中 的 特 独 应 用 ，RFLP 图 谱 就 像 人 的 手指 纹 一 样 ， 每 个 人 不 同 ， 独 一 无 二 的 ， 可 以 进 
行 像 指 丝 一 样 的 个 体 同 一 认定 ， 因 此 形象 地 称 RFLP 图 谱 为 DNA 指纹 图 (DNA fingerprint), 

1985 年 ， 首 次 进行 一 起 称 民 涉及 的 亲子 鉴定 ，1986 年 首次 应 用 于 刑事 案件 一 一 二 起 
强奸 杀人 案 。 

1985 Æ, Kary Mullis 发 明了 多 京 酶 链 上 反应 (polymerase chain Reaction， 简 称 为 PCR), 
同时 4 色 鞠 光 自 动 测序 问 址 。 

1990 年 ，PCR 技术 在 法 医学 应 用 ， 第 一 个 用 PCR 分 析 的 遗传 标记 为 HLA DQa。 

1990 年 ，Jeffreys 报道 小 卫星 D1S8 基因 座 串 联 重复 单位 内 部 存在 差异 ，1991 年 报道 用 
MVR - PCR 分 析 小 卫星 可 变 重 复 序列 。 

1991 年 ， 菊 光标 记 复 合 扩 增 分 析 STR 基因 座 和 应 用 Chelex - 100 方法 提取 DNA, 

1992 年 ， 开 始 报道 用 毛细 管 电泳 分 析 STR 结果 。 

1993 年 ， 第 一 个 商业 STR PCR B HE, PCR 同步 扩 增 Amelogenin 4 A B HE 4 #E g 3 
1996 Æ, FERIR STR 试剂 盒 问 世 ， 开 始 报 道 用 MALDI - TOF 分 析 STR 扩 增 产 
物 和 线粒体 DNA 基因 芯片 。 

1997 年 ， 开 始 大 量 报道 Y- STR 基因 座 。 

1998 年 ，2 000 个 SNP 杂交 芯片 闻 手 。 

1999 年 ，Y - STR 得 到 比较 广泛 的 研究 ， 应 用 。 

2001 年 ， 人 类 基因 组 计划 框架 初步 完成 。 

1.6.2 国内 外 进展 

DNA 指纹 技术 问世 后 受到 了 各 国 可 法 、 警 察 和 法 庭 科学 界 的 高 度 重视 ， 各 国 广泛 研 
究 和 采用 DNA 技术 进行 办 案 。 欧 洲 各 国 初期 广泛 采用 的 主要 是 DNA 纹 印 系统 ,北美 除 
DNA 纹 印 系统 外 ， 开 发 和 应 用 了 HLA DOc 和 Polymarker 等 系统 ， 现 在 世界 各 国 广泛 使 用 的 
是 复合 STR 系统 ， 并 进行 DNA 的 直接 测序 分 析 (主要 用 于 mtDNA)。 

REF 1986 年 开始 法 医 DNA 分 析 技 术 频 用 研究 ，1988 年 有 研究 成 果 报 道 ，1989 年 正 
式 应 用 于 实际 案件 鉴定 。 宅 究 和 应 用 的 法 医 DNA 分 析 主 要 有 DNA 指纹 (3'HVR - w - RE 
HIRSH, Myo 探 针 等 )、 小 卫星 (VNTR 扩 增 片段 长 度 多 态 性 (D1S80，APOB 等 )、 微 卫 
Æ (STR - PCR) 复合 扩 增 、 数 字 编 码 小 卫星 系统 、 线 粒 体 DNA WF., DNA 的 性 别 鉴定 
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等 等 。 现 在 广泛 使 用 的 是 复合 STR 系统 和 DNA 的 直接 测序 分 析 (主要 用 于 mDNA), 

20 直 纪 来 的 微 制造 技术 解放 了 集成 电路 工业 ， 加 快 了 计算 机 的 速度 和 运行 能 力 。 同 
样 微 制造 技术 使 DNA 分 析 中 的 样品 制备 和 一 些 分 析 步 又 微型 化 ， 设 计 一 些 仪 器 可 以 在 犯 
罪 现 场 进 行 生物 物证 的 分 析 ， 使 DNA 分 析 比 传统 实验 室 分 析 得 更 快 、 成 本 更 低 。 目 前 在 
研究 开发 的 主要 有 以 下 三 个 微型 化 DNA 分 析 仪 器 : 微 芯 片 毛细 管 电泳 装置 (microchip cap- 
illary electrophoresis device) 、 微 型 热 循环 仪 (miniature thermal cycler) 和 杂交 阵列 (hybridiza- 
tion array} o 

未 来 的 法 医 DNA 分 析 发 展 方向 是 微型 化 、 智 能 化 、 了 网 络 化 与 全 自动 化 ， 从 DNA 分 析 
的 结果 中 获得 更 多 的 个 体 信 息 。 
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第 二 章 DNA 分 型 的 科学 基础 


2.1 DNA 的 分 子 生 物 学 


2.1.1 一 级 结构 

冬 一 个 生物 均 由 细胞 组 成 ， 由 细胞 膜 包 围 的 细胞 叫 直 核 细胞 ， 无 细胞 腊 的 则 为 原核 细 
胞 ， 真 核 细 胞 组 成 的 生物 叫 真 核 生物 ， 如 人 人 人、 动物 和 植物 等 。 真 核 细 胞 DNA 主要 存在 于 
细胞 核 中 ， 被 组 蛋白 紧密 包装 在 染色 体 中 。 每 一 个 染色 体 含 有 一 个 DNA 分 子 ， 染色 体 
DNA 分 子 是 一 个 线 状 大 分 子 ， 人 的 二 倍 体 细胞 含有 23 对 染色 体 ， 有 23 对 染色 体 DNA 分 
子 ， 人 的 一 切 遗 传 信息 都 包含 在 这 23 对 分 子 中 。 除 了 核 DNA 外 ,线粒体 、 叶 绿 体 ( 植 
物 ) 中 也 含有 自身 的 DNA, 它们 是 较 小 的 环 状 分 于 ,能 自己 进行 复制 、 转 录 。 

DNA 有 时 被 叫做 生命 的 蓝图 。 蓝 图 的 信息 被 编码 在 DNA 的 A (adenine, ARIRE), T 
(thymine, MIRRE), G (guanine, SIE) 和 C (cytosine, MEE 四 个 化 学 基本 骨 摧 
Þe MEARE EURAK (nucleoside) (E 2-1), HEE ik P- Bš 582 E Ë W| 8k — 
HAYR (nucleotide) {图 2- J), ENRERE t ERA £ tH BR E (polynucleotide 
chain) ， 形 成 核酸 。 根 据 组 成 核酸 的 五 磋 糖 是 否 脱氧 ,将 核酸 分 为 脱氧 核糖 核酸 (deoxyri- 
bonucleic acid ,缩写 为 DNA) 和 核糖 核酸 (ribonucleic acid, 缩写 为 RNA), 


表 2-1!1 组 成 核酸 的 主要 碱 基 与 相应 的 核 背 酸 











碱 基 HË EEFE RNA DNA 
IAr? (adenine) RË (adenosine) MEA (adenylic acid) AMP JAMP 
Z S {guanine} H HF (guanosine) B P (guanylic acid) GMP dGMP 
MRTE (eytosine) RE Ccyrodine) WER (cytodylie acid) CMP dCMP 
胸腺 喀 啶 (thymine) MtF (thymidine) HER thymidylic acid) dTMP 
PEBE RE uracil EE (uridine) RER (uridylie acid) UMP 


REMENAR HARR ARR, UARA EEE, ME e 
线 上 的 珠子 一 样 。DNA 的 结构 可 以 分 为 一 级 结构 、 二 级 结构 及 三 级 结构 。 一 级 结构 指 组 
成 核酸 的 诸多 核 苷 酸 之 问 连 键 的 性 质 ， 以 及 核 苷 酸 排列 的 顺序 。 

不 同 的 碱 基 太 其 不 同 的 排列 序列 构成 不 同 的 DNA 序列 ， 包含 不 同 的 遗传 信息 。 碱 基 
的 特定 序列 决定 着 每 个 人 的 遗传 特征 。 组 成 DNA 的 碱 基 有 以 下 特点 (EB Chargaff 规则 ); 

l. 所 有 DNA 中 腺 味 吟 与 胸腺 喀 院 的 克 分 子 含量 相等 ， 即 & = T, ES IEE 3 W DE BJ S£ 
分 子 含量 相等 ， 即 避 =C。 因 此 ， 嘎 叭 的 总 数 等 于 喀 啶 的 总 数 ， 即 A+ G=T+C; 

2.DNA 碱 基 组 成 只 有 种 的 牧 异 性 ， 即 不 同 生 物种 的 DNA 具有 自己 独特 的 碱 基 组 成 ; 

3.DNA 碱 基 组 成 没有 组 织 器 官 的 特异 性 ， 任 何 组 织 器 官 的 DNA 碱 基 序列 均 相 同 ; 
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4.DNA 的 碱 基 序列 不 随 年 龄 、 营 养 状态 、 环 境 条 件 的 不 同 而 改变 。 
以 上 2、3、4 点 是 法 医 DNA 进行 个 人 同一 认定 的 基础 。 





CEROS- — Me | (mus) 5'_ 一 磷酸 


Q 
gea 
g é 


图 2-1 WE., AERAN 











2.1.2 DNA RSHA, MEE E N g Ee E 

1.DNA 的 双 螺 旋 结 构 

在 自然 条 件 下 ，DNA 分 子 以 双 螺 旋 方 式 【 二 级 结 梅 》 存在 〈 图 2-2)， 二 个 带 状 互相 
缠绕 在 一 起 ， 遂 过 像 樟 子 档 一 样 的 机 杠 紧 紧 地 连 在 一 起 ， 每 一 横 杠 由 二 个 碱 基 组 成 ， 这 二 
个 斑 基 间 通 过 氢 键 连接 ， 每 一 横 杠 互相 配对 的 二 个 碱 基 称 为 碱 基 对 ， 四 个 碱 基 按 A 5 T, 
人 与 CC 互补 配 对 . 这 种 碱 基 互补 配对 《complementary base pairing) 的 原则 叫 碱 基 互补 库 则 。 
在 所 有 DNA 分 型 系统 中 ， 不 论 是 RFLP HIRE I AFAR, ME PCR 的 引物 设计 和 
链 的 延伸 ， 都 基于 这 个 碱 基 互 补 原则 ， 碱 基 互 补 原则 贯穿 于 整个 DNA 分 析 技 术 。 当 双 音 
旋 完 整 时 ， 也 就 是 两 条 链 完 全 连 在 一 起 时 ， 此 时 的 DNA 称 为 双 链 DNA (double strain DNA, 
dsDNA)。 当 螺旋 的 二 半分 开 仅 有 一 条 时 ， 不论 在 自然 状态 还 是 在 试管 (体外 )， 称 为 单 链 
DNA (single strain DNA，ssDNA)。 两 条 链 之 闻 的 连接 为 并 不 十 分 强 ， 如 100 避 高 温 可 使 两 条 
链 分 开 ， 当 DNA 冷却 下 来 后 ， 二 条 链 又 可 重新 结合 起 来 ， 这 在 DNA 分 析 中 十 分 重要 。 

DNA 分 子 具 有 这 样 特殊 的 双 螺 旋 结 构 ， 在 理化 性 质 与 其 他 的 分 子 表现 不 同 。 

2.DNA KTHESA AA, EK, Tmf) 

AARET KERET AREARE, SAER, IRE 
HARDEST, AAA E (denaturation) 或 叫 熔 化 ‘melting)。 变 性 是 
DNA 的 一 个 极其 重要 的 理化 性 质 ， 它 不 引起 DNA 分 子 重 的 降低 。 . 

引 趣 变性 的 因素 很 多 ， 吉 热 引 坊 的 变性 叫 热 变性 ， 由 酸碱度 改变 而 引 趣 的 则 对 酸 碱 变 
性 ; 乙醇 、 丙 酮 等 有 机 溶剂 也 可 以 使 DNA 发 生变 性 ， 导 致 物理 性 质 的 改变 。 变 性 后 的 
DNA 变 成 单 链 ， 在 波长 260nm 处 的 吸收 增加 ， 称 为 增色 效益 ， 因 此 dsDNA 和 ssDNA 的 
260nm 处 吸收 不 同 ， 车 将 A260 的 增加 作为 温度 的 函数 作 图 ， 可 得 到 解 链 曲 线 或 熔 解 曲线 
(melting cawe) (ÉQ 2-3), DNA 链 分 离 的 温度 范围 中 间 点 温 庆 称 为 熔点 温度 或 解 链 温度 
{melting temperature) ， 用 Tm 表示 。Tm 取决 于 分 子 中 G - C 碱 基 对 的 含量 ,因为 G-C 碱 基 
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对 中 有 3 个 氢 键 ， A-T 对 只 有 二 个 氨 键 ，G - C 对 合 量 越 高 ， 分 开 二 条 链 所 需 的 能 量 越 
£Z., Tm 与 GC BL BJ 3 # JE ht l 19% GC 含量 ，Tm 增加 0.4 乞 。 最 佳 生理 环境 下 的 DNA 
溶液 ，Tm 一 般 在 85 ~95%C， 甲 酰胺 等 某 些 试剂 可 以 破坏 扎 键 ，Tm 明显 降低 。 变 性 的 DNA 
在 适当 的 条 件 下 叉 可 以 变 成 双 链 ， 称 之 为 复 性 (renaturation)。 





OD260 
è 070 
#—— 
: 0.65 
0.60 
Double 055 
Helix 
0.50 
96 BO 84 4 8 92 9 mog 
Tm 
E 2-2 DNA 分子 的 二 级 结构 图 2-3 DNA 解 链 曲 线 


复 性 的 速度 受 诸 多 因素 的 影响 : 

(1) DNA 的 浓度 :DNA 浓度 直接 影响 到 DNA 单 链 之 间 的 碰撞 几率 ，DNA 浓度 越 大 ， 
复 性 速度 越 快 ; 

(2) DNA 的 分 子 大 小 : DNA 分 子 越 大 ， 扩 散 越 慢 ， 志 难 形 成 正确 配对 ， 复 性 连 度 慢 ; 

(3) 温度 : 温度 过 高 ， 有 利于 DNA 变性 而 不 利于 复 性 ; 温度 过 低 ， 少 数 碱 基 配 对 形 
成 的 局 部 双 链 不 易 解 离 ， 难 以 杂交 

(4) 离子 强度 : 离子 强度 过 低 ， 不 利于 杂交 ， 常 采用 0.15- 1.0molL 溶液 进行 复 性 ; 

(5) 分 子 的 复杂 性 ; DNA 分 子 趣 复 杂 ， 复 性 速度 越 慢 。 

在 体外 ， 互 补 的 短小 单 链 DNA 片段 也 表现 出 相互 的 特异 亲 合 性 ， 可 以 用 已 知 碱 基 序 
列 的 探 针 来 检测 未 知 的 序列 。 在 适当 杂 件 下 ,互补 的 DNA 片段 可 以 找到 互补 的 另 一 部 分 ， 
重新 结合 在 一 起 ， 在 技术 上 称 其 为 退火 或 杂交 。 

3, 粘度 

高 分 子 深 液 比 普通 溶液 的 粘度 要 大 得 多 ,不 规则 线 团 分 子 比 球形 分 子 的 粘度 大 ， 而 线 
形 分 子 的 粘度 更 大 。DNA 的 长 度 与 其 直径 之 比 达 10" 。 即 使 极 稀 的 DNA 溶液 ， 也 有 较 大 的 
粘度 。 当 DNA 溶液 因 爱 热 或 在 其 他 因素 作用 下 发 生 螺 旋 一 线 团 转变 时 ， 粘 度 降 低 。 所 以 
可 用 粘度 作为 DNA 变性 的 指标 。 

4.DNA 紫外 吸收 

核酸 的 组 成 成 分 味 叭 碱 与 喀 啶 碱 对 紫外 光 具 有 强烈 的 吸收 ， 所 以 DNA 也 有 强烈 的 紫 
外 吸收 。 其 最 大 吸收 峰 在 260nm 4k, Tm R E Mi fE 280nm 处 ， 两 者 不 同 。 模 据 在 260nm 处 吸 
收 峰 值 可 以 测定 DNA 溶液 的 浓度 ,计算 260nm 与 280nm 处 吸收 蜂 值 比 可 以 判断 DNA 样品 
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是 否 纯净 。 

5, 酸 碱 性 质 

DNA 分 子 组 成 中 有 磷酸 分 子 ， 连 接 二 核 并 酸 ， 当 湾 液 的 pH 值 高 于 4 时 ，DNA E £ EH 
离子 状态 ， 在 电场 作用 下 带 负 电 。 

2.1.3 DNA 的 半 保 留 复制 

原则 上 ， 互 补 碱 基 配 对 保证 了 DNA 分 子 的 准确 复制 ， 将 遗传 信息 传递 给 下 一 代 。 在 
体内 ， 双 螺旋 DNA 分 子 在 解 旋 酶 、 解 链 酶 作用 下 ， 变 成 单 链 DNA 分 子 ， 每 条 链 作 为 合成 
新 链 的 模板 ， 称 为 引物 的 短小 赛 核 苷 酸 分 子 根 据 茂 基 配 对 原则 各 自 结 合 到 互补 的 单 链 
DNA 分 子 中 ， 随 后 在 DNA RAN (polymerase) 作用 下 ， 将 新 的 骨架 成 分 一 一 碱 基 ， 按 单 
链 分 子 上 的 碱 基 间 补 序列 连接 在 引物 后 ， 一 个 碱 基 接 一 个 碱 基 从 链 的 5'->3' 延 长 ， 即 DNA 
的 延长 方向 是 5 一 3'。 合 成 与 旧 链 互补 的 新 链 ， 结 果 产 生 二 个 与 原来 相 赔 的 分 子 ， 传 递 给 
子 代 。 这 个 过 程 可 以 在 体外 模拟 ， 这 就 是 聚合 酶 链 式 反 应 (polymerase chain reaction, 
PCR) ， 在 以 后 章节 会 详细 地 介绍 PCR, 


2.2 人 类 遗传 学 基础 


遗传 学 是 研究 生物 有 机 体 的 遗传 和 恋 异 的 一 门 学 科 。 遗 传 学 研究 不 仅 累 及 个 体 ， 如 从 
父母 代 到 子女 代 的 特征 的 遗传 ， 叉 涉及 群体 ， 各 种 族 个 体 遗 传 特征 在 群体 中 的 变异 ， 这 二 
个 范畴 组 成 了 在 法 医 物 证 鉴定 中 DNA 应 用 的 整体 。 

2.2.1 遗传 的 物质 基础 

所 有 生物 均 由 细胞 组 成 ， 细 胞 是 生命 的 最 小 单位 ， 每 个 细胞 大 小 约 为 一 根 头 发 站 径 的 
1/10， 大 多 数 体 细胞 ( 除 红 细胞 外 》 均 滞 有 一 个 小 的 完整 的 核 ， 它 是 组 成 细胞 组 织 的 中 
心 ， 遗 传 信息 就 存在 于 这 个 细胞 的 核 中 ， 以 和 染色 体 的 物理 结构 出 现 ， 通 常 染 色 体 以 整个 完 
整 单位 从 父母 代 传 递 给 下 代 。 因 此 ， 存 在 于 同一 染色 体 上 的 遗传 标记 也 一 起 遗传 下 来 。 他 
们 表现 为 遗传 连锁 《genetie linkage)》。 相 反 的 ， 位 于 不 同 染色 体 上 的 标记 一 般 是 互相 独立 
遗传 的 ， 这 个 原则 叫 随机 分 配 (random assortment) ， 表 更 为 随机 分 配 的 遗传 标记 是 不 一 起 
路 传 的 ， 在 特定 人 群 中 相互 之 闻 也 没有 联系 ,更 多 的 是 随机 出 现 。 随 机 分 配 的 特征 ， 称 之 
为 连锁 平衡 (linkage quilibriumy。 相 反 ， 表 现 为 过 传 连锁 的 遗传 标 记 ， 比 如 那些 在 同一 娄 
色 体 上 紧 挨 在 一 起 的 标记 ， 称 之 为 连锁 不 平衡 性 (linkage disequilibrium), APH, EM 
相互 关联 在 一 起 的 机 率 比 预计 的 机 率 要 高 。 

人 体 细胞 含有 23 对 (46 条 ) 染色 体 ， 这 46 条 染色 体 互相 配对 ， 配 对 的 2 个 染色 体 被 
称 为 同 源 染 色 体 ， 队 性 染色 体 义 和 站 外 (YY 决定 男性 性 别 ， 比 XX 小 )， 所 有 配对 ( 同 源 ) 
的 二 个 染色 体 大 小 、 形 状 相 同 。 在 精子 和 卵子 形成 时 ， 每 个 生殖 细胞 随机 地 接受 配对 染色 
体 中 的 任何 一 套 ， 即 23 条 染色 体 ， 染 色 体 之 间 不 配对 ， 为 单 倍 体 ， 当 精子 受精 成 为 合子 
(受精 孵 )， 细 胞 拥有 46 条 染色 体 ， 成 为 二 倍 悼 细胞 。 因 此 ， 每 个 人 拥有 二 套 染 色 体 ， 一 
套 来 自 父 亲 ， 一 套 来 自 母亲 (图 2-4)。 每 个 个 体 继承 了 父亲 一 半 的 遗传 物质 和 母亲 一 半 
的 过 传 物 质 。 在 细胞 分 裂 前 ， 每 个 染色 体 一 分 为 二 ， 随 着 细胞 的 分 裂 ， 各 自分 配 到 子 细胞 
中 ， 由 于 染色 体 在 细胞 分 裂 过 程 中 正确 分 配 ， 每 个 子 细胞 接受 相同 的 染色 体 ， 复制 了 父母 
的 46 条 染色 体 ， 构 成 全 部 的 遗传 物质 。 因 此 ,身体 的 各 个 体 细胞 舍 有 相同 的 染色 体 组 分 ， 
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这 意味 着 各 种 不 同 组 织 ， 如 血 ， 毛 发 、 皮 肤 、 唾液 等 细胞 含有 相同 的 DNA 信息 ， 个 体 不 
同 组 织 具 有 同一 性 ， 可 以 提供 相亲 的 遗传 信息 。 


Q, Q 


一 对 间 源 染色 体 一 总 性 《性 


男性 为 纯 合子 〈 基 因 型 为 AA》 
/ \ 女性 为 区 合子 (基因 型 为 Aa) | \ 
Aa í MAR = 2 











ty 





精子 和 卵子 受精 , 理论 上 可 以 形 ~ 
成 16 种 组 合 〔4 精 子 X 孵 子 ) 但 
本 例 中 父母 分 别 为 一 纯 合 子 (AA 
) 和 杂 合 子 (Aa), 只 有 两 种 可 能 
结果 AA 和 Aa, 男性 只 提供 一 个 等 
位 基因 A, 每 个 生 兰 细胞 有 50% 机 
会 接受 来 自慰 方 的 等 位 基因 A 或 
等 位 基 内 8a。 





生殖 细胞 


图 2-4 遗传 图 


精子 细胞 虽 只 舍 有 23 条 染色 体 ， 即 一 半 的 染色 体 ， 但 在 分 析 中 我 们 分 析 的 是 多 个 精 
子 ， 包 含有 全 部 染色 体 。 因 此 精液 DNA 能 提供 与 血液 或 唾液 等 体 细胞 相同 的 遗传 信息 。 

2.2.2 染色 体 结 构 

人 类 体 细 胞 的 46 条 染色 体 ， 其 中 44 条 (22 对 ) 为 常 染色 体 ， 另 两 条 与 性 别 分 化 有 
关 ， 为 性 染色 体 。 女 性 性 染色 体 为 XX， 男性 为 XY。 生 殖 细胞 均 为 23 条 染色 体 ， 其 中 多 
细胞 为 22 + XxX， 而 精细 胞 为 224 X 或 22+Y。 人 染色 体 根据 他 们 的 大 小 进行 编号 ，1 号 染 
色 体 最 大 ，22 号 染色 体 最 小 。 
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染色 体 在 细胞 周期 中 持续 经 历 着 凝 缩 和 舒展 的 周期 性 变 rei 
iks FADA ch BB B) x akah 88 3 9 AAR, AE 
— DNA 双 螺 旋 分 子 ， 两 条 米色 单 体 仅 在 着 丝 点 OM) 互相 
连接 ， 着 丝 粒 是 细胞 在 有 丝 分 裂 和 减 数 分 裂 时 上 染 色 体 与 由 微 在 
管 蛋 白 组 成 的 纺 狼 华 相 连接 的 部 位 ， 与 细胞 分 裂 时 诬 色 体 的 
运动 密切 相关 。 染 色 体 的 基本 区 域 如 图 2 -5 所 示 。 染 色 体 的 和 
中 间 区 为 着 丝 粒 《centromere)， 它 将 染色 体 分 成 随 部 分 ， 着 经 
$s AD Wú F (arm). 5 BJ 22 Wa DU Wa V (telomere), $ Wë HÍ 
P AR, KEA T 表示。 一 个 完整 的 人 染色体 至 少 包括 着 
sry, Hua [KEE ISR EQ 

mn ki e kS ik, EC S e IRE SS 图 》 。 染色 体 的 基本 结构 
染色 质 和 常 染色 质 两 种 : 异 染 色 质 是 包装 紧密 的 局 部 区 域 ， 

在 细胞 问 期 呈 较 大 深 妆 团 块 ， 异 染色 质 主要 分 布 于 着 丝 粒 末端 和 某 些 中 间 部 分 ， 一 般 不 会 
基因 或 者 很 少 有 基因 存在 ， 所 售 DNA 主要 是 一 些 闹 度 重 复 序列 。 异 染色 质 在 不 同 的 染色 
体 上 分 布 变 化 很 大 。 

常 染 色 质 与 异 染 色 质 不 同 ， 它 占 染 色 体 的 绝 大 部 分 ， 其 表现 具有 人 染 色 质 螺旋 的 正常 周 
期 ， 即 在 间 斯 解 螺旋 ， 分裂 时 形成 螺旋 ， 在 中 期 时 达到 螺旋 高 峰 。 但 两 者 在 化 学 组 成 上 无 
差异 ， 并 且 结 构 上 相连 ， 只 是 后 者 折合 较 醇 松 。 由 于 异 染 色 质 在 遗传 上 是 不 活 贱 的 ， 故 染 
色 体 如 果 在 这 些 区 段 发 生 断 裂 重 接 ， 英 至 缺失 或 重复 一 段 ， 对 遗传 影响 并 不 大 。 基 因 主 要 
位 于 常 染 色 质 区 ， 故 常 染色 质 区 的 任何 变化 对 遗传 有 重要 影响 。 

端 粒 旺 真 核 生物 线 型 染色 体 的 末端 ， 由 DNA 和 和 蛋白质 组 成 的 复合 体 。 它 由 一 个 简单 
重复 序列 捉 联 排 列 而 成 ， 多 为 TTAGGG 重复 ， 紧 接 于 简单 重复 序列 的 内 侧 ， 由 中 度 重复 序 
列 组 成 的 亚 端 粒 区 DNA 称 端 粒 相关 DNA。 端 粒 DNA 长 度 在 不 同 生 物 中 变化 很 大 ， 小 鼠 每 
条 染色 体会 150kb 端 粒 DNA， 人 类 约 10kb 左右 。 端 粒 的 复制 需要 一 个 特殊 的 逆转 录 酶 即 
端 粒 酶 。 它 是 由 一 个 RNA 分 子 和 一 些 蛋白 质 组 成 。 复 制 时 以 其 RNA 中 的 一 个 片段 为 模 
板 ， 以 含 端 粒 重复 序列 的 寡 核 背 酸 为 引物 ， 复 制 合 成 端 粒 序列 。 目 前 一 般 认 为 : DNA E 
制 后 ， 起 始 复制 的 RNA 引物 被 降解 ， 引 物 端 留 下 的 空缺 由 上 游 引 物 延 伸 合 成 的 DNA 序列 
填补 替代 。 但 与 模板 3' 端 配对 的 引物 降解 后 ， 则 没有 引物 延伸 填补 。 因 此，DNA 每 复制 
一 次 ， 其 子 链 即 争 短 一 次 ， 当 染 鱼 体 端 粒 缩短 至 临界 长 度 时 ， 细 胞 即 进 人 “程序 化 死亡 ”。 
端 粒 的 功能 是 防止 非 活性 的 DNA 末端 降解 和 保证 染色 体 的 稳定 性 ， 同 时 使 染色 体 本 端 之 
疗 不 发 生 相 互 作用 或 融合 (不 加 长 或 缩短 )。 随 着 年 龄 的 增长 或 细胞 分 裂 数 目的 增加 ， 端 
粒 的 长 度 渐 趋 缩短 。 端 粒 酶 在 绝 大 多 数 机 体 组 织 、 良 性 肿瘤 和 非 永生 细胞 系 中 是 无 活性 
的 ， 只 在 正常 的 生殖 细胞 、 造 血 干细胞 和 恶性 肿瘤 细胞 中 有 活性 ， 因 而 认为 端 粒 可 能 在 恶 
性 肿瘤 的 发 生 和 维持 中 起 重要 作用 。 

2.2.3 染色 体 核 型 与 物理 定位 

在 多 数 细胞 生活 周期 中 ， 染 色 体 以 分 散 的 线 状 形式 存在 。 存 细胞 分 裂 前 、 有 缘分 裂 
(mitosis) 的 中 期 (metaphase) ， 染 色 体 波 缩 形成 一 个 紧密 形式 ,染色 后 可 以 在 显微镜 下 观 
察 和 到 。 染 色 体 经 过 一 定 程 序 处 理 与 不 同 染 料 染 色 ， 在 显微镜 下 观察 ， 数 色 体 由 不 同 宽窄 和 
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亮度 的 带 连 续 交 替 组 成 ， 这 种 带 叫 染色 体 带 ， 染 色 体 上 上 A- 了 与 G-C 会 量 不 同 造 成 带 的 
宽 窜 和 亮度 不 同 。 染 色 体 带 型 染色 常用 Ciema 染色 (简称 G 染色 方法 )， 因 而 称 此 带 为 G 
-4f (G- bands) (图 2-56)， 这 些 带 在 染色 体高 速 公路 上 起 着 “信号 灯 ” 的 作用 ， 和 帮助 确 
定 部 些 特 殊 的 DNA 序列 或 基因 与 其 他 DNA 标记 在 染色 体 上 的 位 置 。 当 色 体 大 小 和 带 型 不 
局 ,可 使 24 个 染色 体 (22 个 常 染色 体 、X 和 YY 性 染色 体 ) 彼此 区 分 开 ， 这 种 分 型 叫 核 型 
(karotype)。 根 据 中 期 染色 体 的 带 型 可 以 确定 DNA 或 遗传 标记 在 染色 体 上 的 位 置 ， 以 着 丝 
点 为 起 点 ， 根 据 特 定 染 色 体 的 短 辟 或 长 辟 的 相对 位 置 械 向 分 为 若干 区 带 和 亚 带 。 如 
3P14.1 代表 3 号 染色 体 短 辟 的 ] 区 4 带 的 第 1 亚 带 ; 又 如 ， 染 色 体 定位 12P1 表示 12 E Hs 
色 体 短 欧 上 的 1 号 带 。 带 的 数字 按 染 色 体 的 着 丝 粒 向 端 粒 部 分 递增 ， 如 带 32 Hor 20 接近 








图 2-6 染色 体 术 型 与 分 带 
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端 粒 。 位 于 染色 体 末 端的 DNA 标记 ， 命 名 时 经 常 在 染色 体 臂 的 命名 后 标 上 后 绎 “ter ， 如 
DNA 定位 1$pter， 表 示 位 于 15 号 巢 色 体 短 臂 的 末端 。 有 时 DNA 标记 定位 不 是 十 分 明确 ， 
在 这 种 情况 下 ， 染 色 体 定位 表达 为 一 个 特定 范围 ， 如 2p23 - pter， 意 思 是 位 于 2 号 染色 体 
短 辟 的 23 带 与 未 端 之 间 ， 从 而 为 染色 体 的 进一步 识别 、 鉴 定 和 基因 定位 创造 了 条 件 。 

2.2.4 基因 组 

细胞 或 生物 体 的 全 套 遗 传 物质 则 基因 组 (genome)。 所 谓 二 倍 体 真 核 生 物 的 基因 组 则 
是 指 维持 配子 或 配子 体 正 常 功能 的 最 基本 的 一 套 染 色 体 及 其 所 携带 的 全 部 基因 。 单 倍 体 人 
类 基因 组 由 3.2x 10°bp 的 DNA 组 成 ， 包 括 细 胞 核 染 色 体 基因 组 和 细胞 质 内 线粒体 基因 组 
{图 2-7)。 细 胞 核 染 色 体 基因 组 为 23 条 染色 体 DNA， 其 中 390% 左右 DNA 为 程度 不 同 的 重 
复 序列 ，10 久 为 单 撞 贝 基因 。 





Pk Iñi 
710% 2190 
基因 和 基因 基因 外 2 个 ITRNA 22 个 rRNA| [3 
PAR E 
专 二 或 中 等 70%~80% 20%~30% 
= 8 
<10% 90% > 
非 编码 pM TARN TES 5k gS El 
约 60% | 约 40% 
F ; 内 含 子 , 非 审 联 重复 序列 // m 
ERRI [EEEN Pi CO PERATA 
2-7 人 类 基因 组 DNA 
2.2.4.1 基因 


染色 体 上 的 DNA 物质 由 编码 和 韭 编 码 区 组 成 ， 编 码 区 域 被 称 作 基因 ， 一 个 基因 的 大 
小 一 般 为 几 个 kb 到 几 十 个 tb。 基因 的 概念 随 着 遗传 学 、 分 子 生物 学 、 生 物化 学 等 领域 的 
发 展 而 不 断 完善 。 从 分 于 生物 学 角度 看 ， 基 因 是 负载 特定 生物 遗传 信息 的 DNA 分 子 片 段 ， 
在 一 定 条 件 下 ， 能 够 表达 这 种 址 传 信 息 ， 产 生 特 定 的 生理 功能 。 它 包括 合成 一 个 有 功能 的 
EER RNA 分 子 所 必需 的 整个 核 苷 酸 序列 ， 即 除了 蛋白 质 或 RNA 的 编码 区 外， 还 包括 为 
获得 一 个 特异 转录 产物 所 必需 的 其 他 DNA 序列 ， 如 一 些 非 编码 序 列 。 

1, 基因 的 结构 

一 个 基因 包括 3 个 区 域 : 
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(1) 编码 区 : 包括 编码 区 〈 外 显 子 ) MAS Z; 

(2) 前 导 区 : 位 于 编码 区 上 游 ， 相 当 于 mRNA 5 端 非 编 码 区 【〈 非 翻译 区 ) ; 

(3) 调节 区 : 包括 启动 子 和 增强 子 等 基因 编码 区 的 两 侧 区 ， 也 称 侧 焉 序列 。 

按 功 能 基因 可 分 为 结构 基因 和 和 调控 基因 。 

(1) 结构 基因 : TER RER mRNA， 并 进而 转译 成 和 多肽 链 ， 构 成 各 种 结构 蛋白 质 、 
催化 各 种 生化 反应 的 眩 和 激素 等 ; 

(2) 调控 基因 ; 描 某 些 可 调节 、 拧 制 结构 基因 上 虚 达 的 基因 。 其 窗 变 可 影响 一 个 或 多 个 
结构 基因 的 功能 ， 或 导致 一 个 或 多 个 蛋 魏 质 (RE) 量 的 改变 。 此 外 ， 还 有 一 些 只 转 承 而 
不 翻译 的 基因 ， 如 核糖 体 RNA 基因 ，tRNA 基因 。 

2.2.4.2 重复 序列 

大 类 基因 组 超过 90% J Pe F] AEAF, ETR mRNA 前 体 或 其 他 RNA, 个 体 
之 间 章 复 序 列 的 结构 相似 但 并 不 相同 ， 而 表现 出 巨大 差异 性 ， 依 据 这 些 差 异 通 过 DNA 指 
纹 等 技术 可 进行 区 分 。 

根据 重复 序列 的 重复 次 数 可 将 其 分 为 3 类: 

1. 高 度 重 复 序列 : 这 类 DNA 复 性 极 快 ， 由 数 种 不 太 长 的 核 划 酸 序列 重复 排列 ， 长 度 
从 几 个 bp AJLA bp 或 更 长 ， 重复 次 数 > 10. KAREI% ~ 50 咒 。 它 们 具有 下 询 特点 : 

(1) 共 中 的 一 部 分 常 以 “ 租 先 或 原始 序列 片段 ”形式 咏 现 ， 进 化 上 是 原始 的 ， 东 向 傈 
守 ， 重 复 序列 的 另 一 部 分 则 以 新 进化 的 家 族 形 式 出 现 。 

(2) 不 同 家 族 常 源 于 同一 个 “祖先 重复 序列 "， 结 构 有 其 相似 性 ， 但 同一 家 族 中 各 个 
体 间 又 有 不 斯 积累 的 个 体 罕 变 。 

(3) 凡 高 度 重 复 序 列 多 呈 线 状 顺 向 排列 ， 以 -- 定 的 有 序 组 织 排 列 在 基因 组 中 ， 有 各 自 
特有 的 重复 周期 ， 其 至 限制 酶 切 点 也 有 相应 分 布 。 同 一 原始 来 源 的 各 重复 序列 拥有 相似 重 
复 周期 。 

(4) 新 的 高 重复 序列 家 族 ， 往 往 是 在 新 的 物种 衍化 或 在 进化 之 中 ， 通 过 一 乍 机 制 〈 如 
基因 的 不 等 位 交换 ) 形成 ， 随 基因 的 扩大 而 被 放大 。 

基因 组 中 由 寡 核 背 酸 串联 、 重 复 排列 而 成 的 DNA 序列 ,构成 数量 可 变 的 串联 重复 序 
列 。 由 子 该 区 AT 含量 高 ， 如 果 将 基因 组 DNA 切 成 片段 后 ， 在 所 化 饮 (CC) 溶液 中 进行 
密度 梯度 离心 时 ， 可 在 一 个 主 区 带 以 外 形成 小 的 区 带 ， 称 为 卫星 DNA。 其 中 重复 次 数 为 6 
~70bp 的 称 为 小 卫星 ， 它 常 位 于 染色 体 近 端 粒 和 着 丝 粒 区 ， 常 带 有 GGTGGCCAGARG (R: 
ER 的 核心 同 源 序列 。 而 在 基因 组 的 间隔 序列 和 内 含 子 等 非 编 码 区 内 ， 广 泛 存 在 着 与 小 
EE DNA 相似 的 一 类 小 重复 单位 ， 重 复 序列 为 2 ~ 6bp， 称 为 微 卫 星 DNA， 这 些微 卫星 
DNA 在 人 类 基因 组 中 出 现 的 数 旨 和 频率 不 同 ， 表 更 出 多 态 性 。 

2. 中 等 重复 序列 (intermediate - repeat DNA): 亦 称 转 座 元 件 (transposable element), E 
是 一 种 能 从 基因 组 的 一 个 位 置 移动 到 另 一 无 关 位 置 的 DNA 片段 ， 插 和 后 可 影响 所 在 位 置 
基因 的 表达 。 转 座 元 件 的 长 度 一 般 为 2000 ~ 12 000bp, AENA- RE 10 ~ 10 ZE, f 
整个 基因组 的 25% ~ 4 的 ， 姑 性 速度 要 慢 一 些 ， 一 般 是 韭 编码 序列 。 在 人 基因 组 己 知 有 
两 大 家 族 ， 即 长 散在 成 分 或 叫 长 散在 重复 【long interspersed nucleotide element, LINEs) BI 
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散在 成 分 或 叫 短 散 在 重复 (short interspersed nucleotide element, SINEs) 。 

3. 低 重复 系列 : 拷贝 数 为 2~ 100， 复 性 速度 很 慢 。 

2.2.4.3 Alu I 序列 

Al 工序 列 为 得 的 散在 重复 序列 ， 该 序列 中 有 一 个 核酸 内 切 酶 Alu 《识别 序列 为 AC- 
CT) 的 识别 位 置 。 广 泛 存 在 于 哺乳 类 动物 中 ， 占 人 类 基因 组 总 DNA R 5 驳 左 右 ， 高 达 9 
x10 拷贝 ， 主 要 集中 在 细胞 分 裂 晚 期 的 R 带 ， 大 部 分 属 非 编码 DNA， 但 也 有 一 部 分 位 于 
mRNA 的 非 翻 译 区 ， 甚 至 位 于 编码 区 内 。 

人 类 Alu 序列 长 度 约 300bp， 本 身 又 由 120bp 和 150bp 的 重复 序列 组 成 ， 两 者 之 间 由 富 
含 & 的 近 域 分 开 ， 两 端 又 有 一 段 7 ~ 10bp 的 正 向 重复 序列 。 它 可 能 是 7sRNA 降解 形成 并 反 
转录 后 整合 于 基因 组 中 ， 共 而 在 体外 对 许多 局 动 子 发 挥 正 性 或 负 性 转录 调节 作用 .但 这 些 
序列 在 体内 条 件 下 可 能 由 于 DNA 甲 基 化 和 /或 处 于 核糖 体 部 位 而 不 能 转录 。Alu 序列 在 体 
细胞 中 几乎 完全 甲 基 北 而 在 精子 中 处 于 低 甲 基 化 状态 。 

人 类 基因 组 内 至 少 存在 4 种 不 同类 型 的 Alu 工 序列 ， 属 于 两 个 不 同 的 亚 家 族 。 一 些 类 
型 的 Alu 是 人 类 特有 的 ， 并 表现 为 二 态 性 《dimophicy。NMilewilz DM 证 明 人 类 3 型 胶原 纤维 
基因 的 第 8 个 内 含 子 中 存在 一 类 种 族 特异 的 Alu 序列 ，35 名 的 美国 黑人 中 存在 这 类 序列 ， 
1 台 的 高 家 索 人 有 这 类 序列 ， 而 印第安 人 、 东 南亚 人 则 不 存在 这 类 序列 。 黑 猩猩 、 绿 猴 
长 臂 狼 等 非 人 灵 长 类 中 均 无 此 序列 。 在 染色体 中 有 一 人 类 特异 的 Alu 工序 列 ， 称 为 YAP 
(Y Alu polymorphism) ， 在 不 同人 群 中 表现 出 显著 的 差异 性 。 

2.2.4.4 长 散在 重复 成 分 

长 散在 重复 成 分 在 人 类 基因 组 中 约 有 1 中 拷贝 ， 占 总 DNA 的 2% ~ 33%, KEH G~. 
7kb， 其 中 gph FA 4 端 是 截断 的 ， 但 大 多 数 含 有 相交 的 3' 端 及 长 短 不 等 的 PolyA。 可 
能 由 于 内 部 缺失 或 重 排 ， 每 个 长 散在 重复 成 分 与 同 源 序列 约 有 BANER. KWEEK 
成 分 均 位 于 常 染色 体 的 G/Q 带 ， 其 中 可 表达 的 基因 极 少 ， 可 能 代表 由 逆转 录 形 成 并 重新 
整合 进 人 染色 体 的 假 基因 样 拷贝 。 

多 数 人 认为 重复 序列 是 有 功能 的 。 如 : 可 能 参与 维持 着 丝 点 的 强度 ， 形 成 结构 基因 间 
T: 参与 减 数 分 裂 时 同 源 染色 体 的 联 会 配对 ， 参与 某 些 基 因 的 重组 ， 保 证 染色 体 的 三 维 结 
构 ; 使 基因 组 容易 重组 及 造成 新 物种 的 形成 。 总 之 ， 对 于 重复 序列 的 功能 仍 有 待 进一步 研 
究 。 

2.2.4.5 等 位 基因 

相同 基因 或 标记 的 不 同 彤 式 叫 等 位 基因 (allele)， 基 因 或 非 编码 区 的 DNA 标记 在 染色 
体 上 的 位 置 叫 基 因 座 (ocus, 复数 形式 为 loci) ， 当 等 位 基因 的 频率 大 于 0.1 时 ， 就 称 之 为 
EFE., LEE (OE) 标记 广泛 分 布 在 人 基因 组 的 非 编码 区 。 等 位 基因 最 简单 的 例子 
是 1866 年 由 现代 得 传 学 之 父 - 乔治 . 备 德 尔 观察 到 的 豌 束 有 绿色 和 黄色 ， BURSA AWAY. sh 
德尔 通过 对 豌豆 数 代 这 些 特征 的 观察 ， 发 现 绿 色 和 黄色 是 同一 基因 的 相互 变化 的 形式 (等 
位 基因 }， 圆 粒 和 皱 粒 是 另 一 基因 的 不 同等 位 基因 。ABO 血型 是 人 类 同一 基因 的 不 同等 位 
基因 。 在 基因 组 某 一 基因 座 的 等 位 基因 在 一 对 染色 体 上 是 相同 的 话 . 这 种 情况 就 叫 纯 合 的 
(homozygous), Æ DNA HRL CENAA: 相反 的 ， 如 果 在 特定 基因 座 表现 有 差异 性 ， 
则 称 为 杂 合 的 《heterozygous) ， 在 DNA 图 谱 上 表现 为 二 条 带 ， 这 些 差 异 可 能 或 不 可 能 在 物 
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理 外 观 上 显现 出 来 。 基 因 型 (genotype) 是 某 个 体 在 一 特定 基因 座 的 等 位 基因 的 特征 。 当 
配子 (Gametes) (卵子 和 精子 ) 形成 时 ， 每 一 个 配子 随 宙 地 得 到 父亲 或 母亲 的 一 半 遗 传 成 
分 【图 2- 4)， 染 色 体 分 配 结果 使 每 个 配子 正确 会 有 每 一 个 染色 体 的 一 份 拷贝 ， 总 共 23 条 
染色 体 ， 这 意味 着 如 果 父 亲 或 母亲 在 某 一 基因 座 是 杂 合 的 话 ， 只 有 二 个 可 能 等 位 基因 的 一 
个 到 每 一 个 配子 中 ， 因 此 同一 基因 的 等 位 基因 彼此 分 离 。 这 表示 一 个 个 体 从 父母 那里 会 继 
革 二 个 同 源 的 染色 体 ， 如 二 个 6 号 染色 体 ， 一 个 来 自 父 亲 ， 另 一 个 来 自 母 亲 ; 同样 地 ， 二 
个 7 号 染色 体 ， 也 分 别 来 自 于 父母 双方 ， 但 每 个 个 体 不 可 能 得 到 来 自 父 亲 的 二 个 5 号 染色 
体 或 了 号 染色 体 ， 也 不 可 能 得 到 来 自 母 亲 的 二 个 6 号 染色 体 或 7 号 染色 体 ， 这 个 原则 叫 独 
立 分 离 原则 (independent segregation)。 这 是 保证 子 代 最 终 拥有 正确 的 染色 体 数 (2x 23 条 ) 
的 机 制 。 独 立 分 配 和 随机 分 配 原则 促进 了 物种 的 不 断 分 化 和 遗传 的 稳定 性 。 


2.3 DNA 的 二 种 多 恋 性 (差异 性 ) 


大 们 发 现 ， 碱 基 在 生物 进化 过 程 中 ， 由 于 碱 基 突 变 、 缺失 、 插 人 或 置换 ，DNA 分 子 
在 人 群 间 有 差异 ， 这 些 发 现 是 在 疾病 调查 研究 中 得 到 的 ， 单 一 基因 座 的 遗传 标记 有 多 个 等 
位 基因 存在 ， 就 叫 多 态 性 {polymorphism) 。 当 这 样 的 基因 庚 表 现 出 有 很 多 的 变异 体 (38 
JUB T) 时 ， 就 称 之 为 高 度 变 异性 《hypervariable) 。 

DNA 的 多 态 性 或 差异 性 可 分 为 二 种 : (1) 天 现在 碱 基 序 烈 上 ， 即 序列 包 态 性 ; (2) 
表现 在 二 个 固定 端点 间 DNA 片段 的 长 度 上 ， 即 片段 长 度 多 态 性 。 序 列 多 态 性 就 像 英 国 英 
语 和 美国 英语 中 同一 个 单词 不 同 的 拼写 方法 ， 当 我 们 着 到 analyze 拼写 成 analyse， 单 词 和 
意思 我 们 仍 能 认得 ， 单 词 词根 也 同样 ， 比 如 二 个 双 链 DNA 片段 

AGCTCAATCA AGATCAATCG 

TCGAGTTAGC 和 TCTAGTTAGC 

从 左 起 第 三 个 碱 基 处 表现 出 序列 多 态 性 ， 其 余 贼 基 序 列 相 同 。 

KEES (length polymorphisms) (图 2-8)， 最 容易 比 作 载 有 不 同 车 厢 的 火车 ， 火 
车 头 和 车 尾 是 火车 的 二 个 圈定 点 ， 整 个 长 度 随 所 接 车 归 的 数目 而 变 ， 下 面 是 三 个 车 啉 或 连 
续 重 复 DNA 序列 的 例子 。 

AGCTCAATCA ~ AGATCAATCG - AGCTCAATCG - R 

TCGAGTTAGC - TCTAGTTAGC - TCGAGTTAGC - R 

FOB ie e Y, EMMA, ARRERA 25 HEN EA PE Sg 2 BJ 3 32 E| Pa Hx E 
复 (Variable Number Tandem Repeat, VNTR) 基因 座 ， 等 位 基因 含有 的 串联 重复 数目 ， 可 以 
作为 该 等 位 基因 的 命名 ， 如 串联 重复 数 为 33， 就 命名 为 “等 位 基因 35". 

2.4 遗传 标记 分 类 

基因 组 DNA 有 两 种 差异 性 ， 由 此 产生 的 遗传 标记 地 分 两 大 类 : 长 度 多 态 性 标记 和 序 
列 多 恋 性 标记 。 前 者 根据 分 析 检 测 的 方法 又 分 为 跟 制 性 内 切 酶 片段 长 度 多 态 性 和 扩 增 片段 
长 度 多 态 性 。 此 外 ， 有 一 类 是 既 有 串联 重复 单位 数目 变化 ， 重 复 单位 内 部 又 夹攻 有 序列 的 


变化 ， 即 既 具 有 长 度 多 态 性 ， 又 有 序列 多 态 性 ， 如 D1S8 基因 座 ， 称 此 类 为 小 卫星 可 变 重 
复 单位 多 态 性 。 因 此 ， 从 这 个 角度 ,遗传 标记 共有 三 大 类 (图 2-9)。 
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i 重复 单位 
` 个 你 1 
= s. No i /i 
— We mü mu; — 
S 个 体 2 > y 
—Z— ESE 7 NES NEET NG uz 一 之 一 
该 基因 座 重 复 单 位 数目 决定 HaeIII 
酶 切片 段 长 度 
了 K -一 一 = — 
+ » 
酶 切片 段 在 琼脂 糖 凝 胶 中 电泳 。 -E 
根据 片段 长 度 分 开 
对 于 RFLP 分 析 ， 电 泳 后 的 片段 可 
以 用 带 标记 的 探 针 杂交 检验 
对 于 PCR 分 析 系 统 ， 如 STRs， 扩 增 
片段 可 以 直接 染色 观察 
重复 单位 较 多 的 片段 留 在 凝 胶 的 
顶端 ， 重 复 单 位 数 较 少 的 片段 迁 
移 快 ， 在 凝 胶 的 底 端 
图 2-8 长 度 多 恋 性 
DMNA 多 坊 性 标记 
EESE EAER 小 卫星 可 变 重复 
MS32. MS31A, 
| HREF 线粒体 DNA MSY1 
多 态 性 多 杰作 SPO AN 
过 基因 座 PERE 小 卫星 AIE 后 HLA、 
a 指纹 DNA 丝 印 pis (STR) H Aaii 
F 


图 2-9 遗传 标记 分 类 
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2.4.f 小 卫星 与 微 卫 星 

日 前 常 内 的 长 度 多 态 性 标记 是 小 并 星 和 微 卫 星 ， 其 中 重复 单位 长 诬 为 5 ~ 70bp 的 串联 
重复 序列 ， 称 为 小 卫星 (minisatellite) DNA, 1980 年 Wyman 和 White 在 人 类 基因 组 中 发 现 
了 第 一 个 这 样 的 小 卫星 序列 。 串联 重复 单位 的 长 度 为 2 ~ 6bp 的 重复 序 到 被 称 为 微 卫 星 
{ microsatellite) DNA, j E Weber 在 1989 年 通过 PCR 扩 增 和 直接 测序 发 现 的 。 由 于 小 卫星 
MATTE DNA 在 人 类 基因 组 中 出 现 的 数 月 和 频率 不 同 ， 表 现 出 才 态 性 ， 思 而 为 人 类 遗传 
分 析 提 供 了 天 基 的 多 态 遗 传 标记 。 小 卫星 和 微 卫星 DNA 各 有 其 特点 ， 表 2- 2 为 两 者 比 
Ho ¿OH E Ri H E DNA 的 多 态 性 产生 机 制 不 同 ， PLEKS SEET HoR., Wwa 
期 姐妹 染色 单 体 不 等 交换 或 染色 体内 部 不 等 交换 的 结果 ，。 微 卫 足 的 多 态 性 主要 是 DNA E 
制 过 程 中 滑动 ， 或 DNA 复制 和 修复 时 背 动 链 与 互补 链 钴 基 错 配 ， 导 笃 一 个 或 儿 个 重复 单 
位 的 缺失 或 插入 的 结果 。 微 卫星 DNA 是 昌 前 最 常用 的 遗传 标记 。 


表 2-2 小 卫星 DNA fff P SS DNA 的 区 别 









































— WIPED ` 小 卫星 DNA 
存在 部 位 染 鱼 体 任何 部 位 染色 体 近 端 粒 和 着 丝 粒 区 
= E 5 fu E: BF 1 ~ 6bp 6- 7bp, 9 E @ GC 
重复 次 数 10 ~ 的 次 MEILAA 
总 序列 长 度 约 200bp 0.5 ~ 30kb 
重复 单位 的 差异 重复 单位 的 变异 性 低 ， 可 看 成 结构 相同 ”单位 组 成 稍 有 差异 ， 如 单个 碱 基 置换 
存在 数量 很 多 ， 整 个 人 基因 组 $~ 10 万 HR, Ateik eik tk EE 





2.4.2 HREH S Al 

序列 多 态 性 是 指 在 两 条 癌 源 染 色 体 上 ， 同 源 DNA 序列 长 度 相 等 ， 但 个 别 核 苷 酸 存 在 
差别 。 由 单个 核 华 酸 奉 代 ， 搬 人 或 缺失 而 形成 的 分 子 多 态 ， 又 称 为 单 核 背 酸 多 态 性 《sin- 
gle nucleotide polymorphisms, SNPs), 

单 核 证 酸 多 态 性 表现 为 一 种 双 或 二 等 位 基因 形式 (在 基因 绷 中 某 基因 诬 要 么 突变 ， 要么 正 
常 )， 即 特定 核 苷 酸 位 置 上 存在 2 种 碱 基 形 成 。 原 因 大 多 数 是 蔡 换 ， 且 多 为 转换 ， 即 一 种 叮 哈 
碱 替 换 另 一 -种 蒜 叭 ， 或 一 种 喀 喧 碱 蔡 换 另 一 喀 啶 如 & 和 6G 之 间或 T 和 C 之 间 的 替换 。 少 数 为 颠 
换 ， 即 嘲 叭 与 旷 耳 的 互 换 。 在 单 核 苷 酸 多 态 基因 座 ， 转 换 与 颠 换 的 比例 大 约 是 2:1。 

进入 20 世纪 90 年代， 随 善 人 类 基因 组 计划 不 断 深 信 ， 单 核 苷 酸 多 态 性 才 逐 渐 引 起 重 
Wo SNP 是 人 类 基因 组 中 数量 最 多 的 一 种 多 态 形式 ， 人 类 基因 组 中 共有 300 万 个 SNP, ¥ 
均 每 1 000 个 碱 基 中 就 有 一 个 SNP， 比 STR 多 出 几 个 数量 级 。 单 核 他 梗 变 异 最 常见 ， 分 布 
最 1 。 单 核 此 酸 多 态 性 最 能 反映 出 群体 遗传 结构 特征 。 单 核 苦 酸 这 类 杜 传 标记 更 有 助 于 解 
释 个 体 间 差异 ， 以 及 不 同 群 体 、 不 同 个 体 对 疾病 的 易 感性 。SNPs 被 称 为 第 三 代 遗 传 标 记 ， 

DNA 蕊 片 技术 的 建立 和 应 用 ， 使 在 不 久 的 将 来 可 以 用 足够 量 的 SNPs 构建 第 三 代 高 密 
庶 的 人 类 基因 图 谱 ， 冰 明 人 类 表 型 差异 以 及 对 疾病 易 感 性 的 分 子 机 理 。 

2.4.3 DNA 标记 (marker) 的 命名 

DNA 标记 的 命名， 国际 上 有 统一 的 标准 。 具 体 是 : 

对 于 是 基因 的 一 部 分 或 位 于 基因 内 部 的 标记 ， 用 该 基因 的 名 字 命 名 。 例 如 ，STR 标记 
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THO 是 位 于 11 号 染色 体 王 的 酷 氨 酸 凑 化 酶 基因 ，THot 中 的 “01” 意 昧 着 所 涉及 的 重复 
区 定位 于 酷 氮 酸 关 北 酶 基因 第 1 个 内 合子 。 有 时 在 基因 座 和 名 字 前 加 一 个 前 缀 “HUM”"， 这 
表示 来 自 于 人 基因 组 ， 内 此 STR 基因 座 TH01 正确 地 表示 为 HUMTHO1 。 

对 于 基因 区 外 的 DNA 标记 ， 册 他们 所 在 的 染色 悼 位 置 命名 。 例 如 ，D5S818 和 DYS19 。 
他 们 不 在 编码 区 。 这 里 ,“D"” 代表 DNA, D 后 的 数字 代表 染色 体 的 编号 ，5 指 5 号 染色 体 ， 
Yi YEE, "S HRE DNA 标记 为 单 (single) 接见 序列 ， 最 后 的 数字 代表 该 标记 发 
现 的 顺序 和 特定 染色 体 的 分 类 。 

用 有 序数 日 来 命名 每 个 DNA 标记 ， 使 每 个 DNA 标记 独一无二 ， 不 会 重复 。 

例如 ，D16S539 标记 的 每 个 符号 表示 : 

D: DNA 

16: 染色 体 16 

S: AF D FF] 

539: 染色 体 16 上 第 539 个 基因 座 


2.5 多 态 性 产生 的 机 理 


2.5.1 多 态 性 产生 过 程 

DNA 多 态 性 产生 于 以 下 4 种 生物 学 过 程 : C) 细胞 分 柳 间 期 ，DNA 复制 过 程 ; (2) 
减 数 分 有 裂 前 期 ， 同 源 染 色 体 联 会 后 ， 非 姐妹 染色 单 体 间 的 奖 多， 重组 与 互 摘 过 程 ; (3) 减 
数 分 裂 中 期 非 同 源 染 色 体 的 自由 组 合 ; (4) 受精 过 程 中 配子 闫 的 随机 结合 。 

基因 组 结构 的 相对 稳定 是 生物 种 系 得 以 维持 和 延续 的 基本 前 题 和 保证 ， 细 胞 内 在 的 一 
整套 的 修复 系统 以 保证 遗传 忠实 性 。 但 在 生物 进化 过 程 中 ， 会 出 现 侦 然 的 DNA 错误 如 单 
个 核 昔 酸 的 替换 (substitution). tA + s Z F z F B BJ gh zk ( deletion ) mA (insertion), 
AEREE DNA 片段 转动 180°B1B “JAZ” (inversion) 和 一 段 DNA 序列 的 双 
售 重复 (duplication)， 所 有 这 些 导致 生物 体 个 体 之 间 有 差异 ， 表 现 出 多 态 性 。 核 车 酸 的 替 
换 有 转换 (transition) HEB (transversion) 聘 类 。 这 种 单个 核 苔 酸 殉 换 使 密码 子 发 生 改变 
形成 的 单 核 背 酸 多 态 ， 在 基因 组 中 最 为 常见 。 

2.5.2 多 态 性 形成 原因 

1. 不 等 位 交换 

人 类 基因 组 中 ， 碱 基 缺 失 和 播 人 是 一 种 较为 常 克 的 突变 形式 。 缺 失 和 捅 人 可 能 折 几 种 
机 制造 成 ， 机 制 之 一 是 不 等 位 交换 (unequal crossing over)。 图 2 - 10 为 一 个 简单 的 模型 ， 
按 此 方式 两 条 染色 体 间 不 等 位 交换 ， 结 果 在 一 条 染色 体 上 有 一 片段 缺失 ， 而 在 另 一 条 上 则 
出 现 相 应 的 请 如。 一般 来 说 ， 较 大 片段 的 播 人 和 缺失 是 由 这 种 机 制造 成 的 。 

2. 复制 消 脱 

复制 请 脱 (replication slippage) 或 链 请 脱 误 配 〈slipped - strand mispairing) 是 造成 缺失 
和 播 人 的 第 二 种 机 制 。 这 类 发 生 在 邻接 串联 重复 序列 的 DNA 区 域 中 , 图 2- 11 所 示 ， 而 
REXER HE DNA 缺失 或 重复 ， 至 于 究竟 是 缺失 还 是 重复 则 要 看 滑脱 发 生 在 
5 一 3 方向 述 是 与 之 相反 的 方向 。 在 DNA 复制 过 程 ， 复 制 潮 脱 林 能 导致 一 些 疾病 。 在 痛 细 
胞 中 ,， 微 卫星 DNA 的 串联 重复 数 也 明显 增加 ， 有 些 瘤 细 胸中 ， 串 联 重复 数 可 增加 100 f#, 
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图 2-10 不 等 位 交换 
两 梨子 链 某 一 DNA FIRR, MA TEMARA- FAHER, B EERTE HREN DNA 


不 仅 DNA 链 在 复制 时 滑动 ，DNA 聚合 酶 也 会 滑 回 到 原先 已 复制 过 的 DNA 区 段 ， 串 联 重复 
数 迅 速 增加 。 一 般 认 为 ， 微 卫星 串联 重复 主要 由 复制 滑脱 产生 的 ， 而 较 长 片段 的 申 联 重复 
如 小 卫星 DNA 则 主要 由 荣 色 体 不 等 价 交换 造成 。 在 统计 学 上 ， 徽 卫星 圳 联 重复 可 采用 同 
步 突变 模式 (stepwise mutation model, SMM ), 即 每 一 次 突变 都 增加 一 个 或 数 个 重复 序列 ， 
产生 一 个 新 的 等 位 基因 。 按 此 模型 计算 向 五 星 的 突变 率 为 10-+ ~ 10-f， 且 核心 序列 碱 基 
数 越 小 ， 突 变 率 越 低 。 小 卫星 串联 重复 可 采用 无 限 突 变 模式 (infinite mutation model, 


IMM) ， 即 每 一 次 突变 都 产生 了 一 个 在 以 往 群 体 中 未 被 发 现 的 新 的 等 位 基因 。 与 此 模式 相 
符 ， 小 卫星 DNA 的 突变 率 为 5x 1072. 


在 DNA 复制 基 间 正常 配对 
S'-AATOCTAGTATATA 3 
3'-TTAGGATCATATATGTGCTTAA-5' r 
滑脱 链 误 配 滑脱 链 误 配 
AC 
T T 5'-AATCCTAGTATACA 3 
C À DEESA % 
5'-AATC TATA 3 3'- -TIAG ATATGTGCTTAA-5' 
3'TTAGGATCATATATGCTTAA-5' Act 
复制 继续 插入 FEH HTAR E Aii 
TASES 被 切除 后 继续 复制 
AC 
T T 
C À 5- AATOCTAGTATACACGAATT-3' 
5'-AATC  TATATACACGAATT-3' 
3'-TTAGGATCATATATGTOCTTAA-S' j TAG À ATATGTOCTEAAS 
À A 
TC 


图 2-11 滑脱 误 配 所 产生 的 重复 和 缺失 


AALER DNA 合成 的 方向 ， 国 点 者 示 碱 基 配对 ; (A) 在 DNA EHRE T 重复 中 发 生 的 两 茂 基 滑脱 ，3-*5 上 方向 
中 的 请 脱 造 成 一 个 TW% 单位 插入 的 结果 ，(B) 田 一 个 方向 中 的 请 脱 则 造成 一 个 重复 单位 读 处 的 结果 ， 缺 失 示 在 延长 的 链 的 
3' 庙 上， 未 配对 重复 单位 是 被 切除 前 造 城 的 ， 可 能 尾 就 借 了 DN 合成 钼 的 47 一 5 外 团 酯 活 件 。 
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3. 转 座 和 反 转 录 

转 座 (transposition) 和 反 转 录 转 座 (retroposition》 是 另外 一 种 导致 突变 的 形式 。 遗 传 
物质 从 一 个 染色 体位 置 向 另 一 个 位 置 的 运动 叫 转 座 。 以 RNA 为 中 介 的 转 座 形式 叫 反 转录 
转 座 。 

有 丝 分 型 前 期 ， 每 条 纵 色 体 含 有 两 条 姐妹 染色 单 体 ， 同 源 染色 体 配对 后 ， 非 怒 妹 染色 
单 体 发 生 互 换 ， 结 果 等 位 基因 间 组 合 形式 发 生 改 变 ， 如 圈 2-12 所 示 。Ava、B“b 是 两 个 
座位 的 等 位 基因 ，A 和 ?在 一 条 染色 体 上 ，a 和 B 在 另 一 条 染色 体 上 。 两 个 基 困 座 的 等 位 
基因 是 可 在 互 换 中 发 生 重 新 组 侣 ， 与 两 个 基因 座 的 连锁 距 高 有关， 两 个 基因 座 相 忠 越 近 ， 
重组 的 机 率 越 小 。 染 色 体 豆 换 、 重 组 导致 配子 间 的 基因 型 不 同 ， 从 而 出 现 后 代 的 表 型 差 
F., PEEM, ERA Lia ERE. 


fk 





wk3 yal 





| 


半 倍 体 性 细胞 


图 2-12 减 数 分 烈 期 间 的 重组 与 互 换 


AZAA JE, ， 同 源 染 色 体 对 分 离 ， 不 同 的 同 源 染色 体 在 分 向 两 极 时 ， 相 互 间 是 独 苹 
的 ， 因 而 父 方 、 母 方 来 源 的 染色 体 有 机 组 合 ， 产 生 基 因 组 变异 。 人 有 23 对 染色 体 ， 父 母 
双方 之 间 有 2 的 组 合 形式 ， 由 于 还 有 父母 染色 单 体 的 重组 混合 ， 因 而 除了 司 第 双生 
(identical twins) 外 ， 斤 乎 不 可 能 得 到 遗传 上 相同 的 后 代 。 另 外 ， 在 受精 过 程 中 ， 具 有 不 辐 
基因 组 合 形式 的 无 数 个 精子 中 ， 只 有 一 个 与 卵子 结合 ， 这 种 结合 也 是 随机 的 ， 理 论 上 ， 任 
何 一 种 基因 组 会 形式 的 精子 都 有 平等 的 机 会 与 卵子 结合 ， 因 此 这 一 过 程 也 可 产生 基因 和 多样 
性 。 


2.6 群体 遗传 


等 位 基因 频率 和 基因 型 频率 是 群体 遗传 的 遗传 结构 。 等 位 基因 频率 《allele frequency) 
指 在 一 个 二 倍 体 的 某 特定 基因 座 上 某 一 个 等 位 基因 占 该 基因 座 的 等 位 基因 总 数 的 比率 。 这 
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是 群体 遗传 结构 的 一 个 最 基本 测度 。 基 因 型 频率 (genotype frequency)， 指 的 是 某 特定 基因 
型 个 体 的 数目 占 总 数目 的 比率 。 

所 有 遗传 标记 在 不 同 种 族人 群 中 频率 是 不 同 的 。 众 所 周知 ，ABO 血型 的 频率 不 同 ， 比 
如 在 高 加 索 人 群 中 ，B 型 血型 大 约 占 10%, DNA 分 析 中 所 月 到 的 遗传 标记 的 每 一 个 等 位 
基因 也 表现 出 不 同人 群 的 频率 差异 ， 因 此 确定 遗传 标记 的 出 现 频率 对 了 解 某 -- 基 因 型 的 意 
义 是 很 重要 的 。 例 如 ， 某 -- 基 因 型 在 50% 的 人 群 中 出 现 ， 如 打 犯 罪 现 场 样品 和 嫌疑 人 人 者 
拥有 这 一 基因 型 ， 就 显得 不 那么 特殊 ， 没 有 多 大 意义 ， 因 为 本 来 就 有 50% 的 人 就 有 可 能 
相同 ， 也 就 是 说 任意 抽出 100 人 中 ， 就 有 50 个 人 彼此 相同 ,个 人 特异 性 就 很 低 ; 反之 ， 
如 果 这 基因 型 在 人 群 中 出 现 频率 为 百 万 分 之 一 ， 那 么 现场 样品 和 嫌 禾 人 部 为 这 一 基因 型， 
其 意义 就 很 天 ， 此 嫌疑 人 就 是 现场 样品 遗留 者 的 可 能 性 或 准确 性 就 很 大 。 

在 生物 物证 鉴定 中 ， 一 般 要 分 析 检 验 多 个 遗传 标记 ， 址 传 一 致 性 的 总 体 意义 的 最 有 效 
表达 方法 是 各 个 标记 不 同 频率 的 乘积 ， 每 增加 一 个 标记 ， 如 果 相 何 ， 遗 传 一 致 性 就 会 随 着 
所 高。 但 是 所 用 的 遗传 标记 必须 预先 通过 遗传 和 统计 学 分 析 ， 这 样 的 计算 方 靶 地 是 合 理 
的 。 这 要 求 所 用 的 遗传 标记 研究 的 群体 首先 符合 哈 德 - Ma 346 FT (Hardy - Weinberg e- 
quilibrium ， 简 称 HW), 表示 共 一 基因 座 等 位 基因 上 与 荔 … 等 位 基因 没有 优先 的 相关 性 ， 它 
是 群体 遗传 学 的 基石 。 如 有 相关 性 ， 就 会 人 为 地 夸大 遗传 一 致 性 的 意义 。HW TARE 
足够 大 的 随机 人 群 中 ， 设 有 因 迁 移 、 自 然 选 择 或 基因 突变 的 发 生 ， 下 一 代 基 因 型 的 频率 和 
上 一 代 一 样 ， 没 有 大 的 变化 。 第 二 点 是 ， 不 同位 点 的 基因 分 型 之 间 没 有 相互 联系 (或 相关 
性 )， 这 就 是 著名 的 连锁 平衡 ， 只 有 当 群 体 有 很 多 的 亚 结 攀 {Substructure】 或 亚 种 族 时 ， 
这 个 人 群 才 会 偏离 HW 平衡 或 和 连锁 平衡 ， 如 果 在 一 个 较 大 的 混合 群体 中 少数 部 分 彼此 亲 
婚配 ， 产 生 - -个 相对 独立 的 生殖 群 时 就 会 发 生 上 述 现象 ， 比 如 ， 云南 少数 民族 中 ， 民 族 间 
表达 出 极 高 的 内 部 联姻 ， 这 样 群体 中 得 到 的 等 位 基因 频率 就 会 与 从 大 的 混合 群体 中 得 到 的 
频率 偏离 ， 因 此 亚 种 族 的 任 二 个 个 体 拥 有 相同 遗传 标记 的 概率 与 用 普通 群体 调查 中 得 到 的 
等 位 基因 频率 预测 的 概率 不 同 。 如 果 所 涉及 到 的 等 位 基因 在 亚 群 体 中 频率 很 高 ， 遗 传 图 谱 
相似 性 意义 就 会 过 高 估计 。 在 任何 条 人 忻 下 ， 必 须 进行 群体 的 样品 调查 以 获得 等 位 基因 频 
3. 

哈 德 - 温 勃 格 平衡 是 在 1908 年 由 英国 数学 家 G.H. Hardy 和 德国 医生 W. Weinberg 分 别 
独立 发 现 的 ， 故 称 为 Hardy - Weinberg quilbium， 有 了 时 也 叫 定律 。HW 定律 的 3 个 基本 点 : 

第 一 ， 等 位 基因 的 频率 世代 相传 不 会 改变 。 常 染色 体 上 的 一 对 等 位 基因 A 和 a 的 频率 
分 别 为 p 利 q, 且 p+q=1。 

在 群体 中 这 一 对 基因 的 3 种 可 能 的 基因 型 频率 为 : D- p', H=2pg, Rege #EF - 代 
中 ， 基 因 型 的 频率 将 与 前 一 代 的 频率 相同 ， 则 这 个 群体 (pr, 2pq. 22) 称 为 平衡 群体 ， 或 
以 (pA+qa) 2=p (AA) +2pq (Aa) + 中 (aa) 二 项 式 展开 忒 表示 。 因 此 ，HW 定律 有 
时 称 为 二 项 式 平方 定律 {biomial square law) o 

以 表 2 -3 中 的 基因 和 基因 型 作为 亲 代 群体 的 基因 和 基因 型 频率 ， 下 一 代 群 体 中 的 等 
位 基因 (A) 频率 为 : pl =p+1/2x2pg=p (p+q) =p; 同 理 等 位 基因 a 的 频率 为 : ql 
=q +1/2x2pg=q (p+4) =q 

第 二 ， 二 项 式 展 开 式 得 到 平衡 的 基因 型 频率 ， 而 及 也 不 改变 。 因 为 下 一 代 和 群体 中 的 基 
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因 频 率 仍 为 p 科 q， 如 同 在 亲 代 群体 中 一 样 ，3 种 可 能 的 基因 型 的 频率 仍 分 别 为 Dl = p° 
CAA), Hl =2pq (Aa), Rl=¢ (aa)。 下 一 代 基 因 型 频率 与 前 一 代 一 样 ， 基因 型 的 频率 平 
HE (P. 2pq, D 状态 之 中 。 
第 三 ， 只 需 通 过 一 个 世代 的 随机 交配 就 能 达到 基因 型 频率 的 平衡 。 
表 2-3 等 位 基因 (A, a) B) Hardy - Weinberg 平衡 














雄 配 子 及 其 频率 

B Bu - f. 5 3 i s Te ` ` - 
A (p) a tq) 
A (p) AA P Aa pq 
a (q) Aa pq aa g 





2.7 法 医 DNA 分 析 中 常用 的 两 种 醇 


不 论 在 体内 或 体外 ， 如 采 不 提 到 了 酶 ， 不 可 能 讨论 生化 反 庙 ， 酶 是 使 工作 做 完 的 生化 工 
作者 ， 酶 以 蛋白 质 为 基础 、 能 够 多 次 反复 催化 形成 或 裂解 其 他 生物 物质 。 在 实验 室 中 ， 从 
细胞 裂解 到 DNA 合成 的 一 切 过 程 都 要 用 到 各 种 酶 。 如 果 设 有 本 ， 也 无 现代 分 子 生物 学 
(或 任何 生物 学 】 可 言 。 酶 在 体内 温度 种 合适 的 条 件 下 发 挥 作用 ， - 匡 从 和 白 然 条 伴 下 分 见 
出 来 ， 莫 求 在 试管 中 发 挥 杉 的 伦 化 作用 ， 创 造 与 他 们 自然 环境 尽 可 能 接近 的 条 件 是 十 分 关 
键 的 ， 否 则 的 话 ， 酶 不 会 发 挥 杆 期 的 作用 。 

在 DNA 分 析 中 涉及 许多 蓝 ， 最 常用 的 有 二 类 酶 ， 一 类 是 多 束 梅 ， 另 一 类 是 限制 酶 。 

ERE, EE DNA 复制 中 引导 核 背 酸 的 增加 ， 就 是 这 种 酶 使 PCR 成 为 可 能 ，Taq 
DNA 多 聚 酶 拥有 即使 在 奶 热 条 件 下 仍 保 持 其 活力 特异 的 特 战 ， 这 点 对 PCR 十 分 重要 。 

限制 酶 ， 它 能 识别 特定 的 DNA 序列 ， 并 在 其 切 点 将 DNA 切 成 较 小 的 片段 。 最 制 性 酶 
由 细菌 体内 产生 ， 以 保护 细菌 免 受 病毒 侵入 。 它 通过 识别 病毒 中 存在 的 特定 的 小 DNA F 
列 ， 在 所 有 存在 这 种 序列 的 地 方 切断 病毒 DNA， 而 细菌 本 身 DNA 通过 机 体 其 他 生化 机 制 
先 切 成 小 片段 而 保护 起 来 。 
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第 三 章 ”物证 的 搜集 和 保存 


成 功 的 DNA 分 析 始 于 生物 物证 检 材 的 正确 提取 、 保 存 与 送 检 。 送 人 实验 室 检验 的 物 
证 DNA 的 状况 ， 决 定 着 DNA 分 析 方 法 的 选择 、 有 效 结果 的 获得 书 及 结果 解释 与 应 用 。 了 
解 DNA 在 各 种 生物 检 材 中 的 含量 、DNA 离 体 后 的 变化 、 各 种 外 界 因 素 对 DNA 的 影响 、 现 
有 分 析 方 法 对 DNA 检 材 的 要 求 以 及 DNA 的 变化 和 外 界 因素 对 检验 结果 的 影响 ， 有 利于 正 
HER., GEARRE H. 


3.1 生物 物证 中 DNA 的 含量 


入 体 细胞 内 有 两 种 DNA: 一 是 核 基 因 组 DNA， 存 在 于 细胞 核 内 ， 二 是 线粒体 想 因 组 
DNA, FETAR. BAE DNA 技术 可 以 分 析 这 酚 种 基因 组 DNA HETE, Me 
虐 ， 有 细胞 的 生物 物证 均 可 进行 DNA 分 析 ， 常 见 生 物 检 材 如 下 : 

(1) HHWH DR PE; 

(2) 精液 和 精 斑 ; 

(3) 各 种 组 织 和 器 官 ; 

(4) BRATE: 

(5) 毛发 和 指甲 ; 

(6) 唾液 、 尿 液 和 其 他 生物 体 滚 【 斑 )。 

不 同 的 生物 样品 ，DNA 含量 不 同 ， 表 3- 1 列 出 了 一 些 常 见 的 生物 样品 可 以 提取 出 的 核 
DNA RE, HRF DNA 含量 很 高 ， 而 脱落 的 毛根 DNA 含量 很 少 。 各 种 组 织 DNA 含量 顺序 是 
Ër > 淋巴 结 > 脾 > 肝 > 脑 > 肌肉 > 心 > 诺 (图 3-1)， 每 充 肾 组 织 DNA 可 达 800 微克 。 但 各 
种 组 织 内 的 DNA 降解 速度 不 一 ， 有 些 组 织 DNA 易 降 解 ， 保 存 一 段 时 间 后 组 织 DNA 含量 发 生 
较 大 变化 {图 3-2，3)。 脑 组 织 的 DNA 相对 稳定 ， 在 低温 无 菌 条 件 下 保存 一 个 月 DNA 仍 没 
有 明显 减少 ， 保 存 一 个 月 以 上 ，DNA 也 只 减少 一 半 ， 仍 可 达 40ng/g (图 3-4)。 脑 组 织 DNA 
保持 较 好 的 主要 原因 是 脑 存在 于 颅 腔 内 ,不 易 受 到 环境 影响 和 细菌 的 侵害 。 


3-1 生物 样品 中 的 DNA 2 ER 








样品 类 型 DNA $ Ë 

血液 20 000 - 40 000ng/ml 
PE (1 ecm:) 250 - 500ng 

精液 150 000 ~ 300 000ng ou 
性 交 后 有 阴道 拭 子 10 ~ 3 000ng 
ETHER 1 ~ 750ng E 

脱落 的 毛发 1 ~ 12ng/ 根 

E 1 000 ~ 10 O00ng/ml 
RHF 1 000 ~ 1 500ng 

B: 1 ~ 20ng/ml 


Soe E A 7 —_ _ _ 
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m: | 望 织 录 集 一 天 后 的 DNA 7 ü 


-2 户 解 后 不 同时 间 间 请 的 组 织 DNA 产量 
A: 采集 7 天 后 ; B: 30 KE 
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40 - 


m mas: mG 
* 本 肝脏 肌肉 
之 cm ig B: mm Bn 
5 TR " 

a 图 淋巴 结 





图 3-3 死 后 85 天 DNA 提取 量 


u gDNA / g 组 纪 











图 3-4 脑 组 织 在 不 向 保存 时 间 的 DNA 产量 


软骨 由 于 钙化 程度 底 ， 其 中 的 DNA 会 量 高 日 较 易 提取 。 如 现场 物证 有 软骨 存在 ， 应 
提取 软骨 送 检 ， 如 助 软骨 ， 会 厌 软 肯 等 。 

含有 脱落 表 (F) 皮 细 胞 的 其 他 材料 如 胃液 、 美 便 班 、 鼻 洋 、 头 皮 展 也 能 提取 到 
DNA， 由 于 摩擦 、 接 触 ， 指 纹 中 也 存在 脱落 细胞 ， 也 可 以 获得 指纹 的 DNA 分 型 结果 。 但 
是 在 一 般 情况 下 ， 很 难 从 类 便 斑 等 材料 中 效 得 足以 进行 标准 基因 分 型 的 DNA, 


3.2 外 界 环境 对 生物 检 材 DNA 的 影响 


生物 物证 在 采集 、 送 人 实验 室 检验 前 ， 一 直 处 于 无 选择 的 外 异 环境 中 ， 会 受到 光 、 测 
湿 、 高 温 及 洗涤 剂 、 细 茵 .灰尘 、 尼 虫 等 的 影响 ， 可 能 对 检验 有 以 下 影响 :， (1) 干扰 
DNA 提取 过 程 ， 降 低 DNA 产量 ， 限 制 DNA 分 析 ; (2) 存在 的 抑制 剂 在 提取 过 程 中 被 一 起 
提取 出 来 ， 抑制 酶 反应 。(3) 暴露 于 上 述 环境 ， 可 能 损害 DNA， 引 起 DNA 的 降解 ， 影 响 
DNA 提取 的 质量 或 产量 ( 表 3-2)。 
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表 3-2 引起 DNA 损伤 的 环境 因 窜 























环境 因素 DNA 损伤 可 能 形式 评注 
HE £ BJ Bi 1 mi (370), AWE KMA, wE 
物 分 说 肉 切 醇 酶 切 DNA 

H Rm., FE F4 Ph 3 EE AE U RE G 

氧化 剂 碱 基 上 收 饰 、 链 的 苹 切 

有 机 溶剂 (乙醇 ,汽油 ) ”一 般 没 有 影响 

酸 硕 基 修饰 、 链 前 切 Wig 强 苹 或 提高 温 摩 才能 引起 破坏 

m HHE., ERI g IRIE (pH > 12) 
BARAKE, S B 引起 DNA 变 

温度 
E., FE 

时 间 自发 性 的 变性 修饰 、 链 的 前 切 利 脱 ”TDNA 处 理 溶 液 状态 ， 自 发 率 很 低 ， 
Leea AF bB YR 5 Ë R RE 

3.2.1 DNA 降解 


DNA 是 存在 于 生物 体内 的 大 分 子 ， 在 体内 受到 严格 的 控制 ，DNA 分 子 从 高 体 那 一 刻 
是 ， 就 处 于 外 界 环 境 中 ， 变 化 已 经 开始 发 生 。 一 旦 离开 它 本 身 的 保护 环境 ，DNA 分 子 很 
容易 被 损坏 、 发 生 断 异 ， 变 成 小 分 子 ， 称 这 种 断裂 为 降解 。DNA 断裂 发 生 有 二 种 情况 : 
(1) 核酸 酶 (DNA 酶 ) 的 作用 产生 的 断裂 ; (2) 各 种 外 界 因 素 引 起 的 DNA 断裂 。 前 坦 有 
细菌 和 检 材 自身 细胞 内 存在 的 核酸 酶 ; 后 者 有 机 械 外 力 、 紫 外 线 照 射 、 化 学 试剂 如 酸 、 
碱 、 甲 醛 、 潭 白粉 等 强 氧 化 剂 因素 。DNA 的 降解 影响 DNA 分 型 及 结果 的 利用 率 ， 尤 其 对 
DNA 指纹 图 和 纹 印 图 影响 较 产 重 。 例 如 ; 正常 DNA 片段 大 小 (也 称 为 DNA fE, 用 
MW 表示 ) ERA RFLP 位 点 是 20kb， 当 样品 发 生 降 解 ，DNA 分 子平 均 太 小 可 能 只 有 
10kb 了 ， 那 么 这 样 的 DNA 根本 不 可 能 再 在 原来 20kb 位 置 上 检测 到 谱 带 ,得 到 的 DNA ## 
玉 就 不 能 反应 样品 原来 的 遗传 信息 。 

3,2.2 影响 DNA 降解 的 因素 

影响 DNA 降解 的 环境 因素 很 多 ， 主 变 有 时 间 、 温 讶 、 湿 度 、 光 (日 光 和 繁 外 光 )， 化 
学 或 生物 物质 。 其 中 以 阳光 暴晒 、 紫 外 线 照 射 . 高 漫 、 潮 湿 保 存 . 微生物 和 某 些 试 剂 等 对 
DNA 降解 影响 最 大 。Dwight F. Adams (1991) 曾 报 道 血 班 在 日 光 下 暴露 8 周 后 ，DNA RE 
降解 ,在 RFLP 图 谱 上 没有 谱 带 ; 血 斑 在 夏季 和 白 大 平 饼 最 高 温度 41C 和 最 低 23 C 2 PE F # 
Ë TH 12 K, DNA REFER, TE] RELP 图 谱 。 而 在 间 样 条 件 下 存放 于 黑暗 的 
血 斑 则 可 得 到 高 分 子 DNA; 他 还 发 现在 37% 下 保存 4 年 的 血 碘 ， 只 检测 到 小 分 子 DNA， 
没有 高 分 子 DNA, RFLP R SS NL S PIE. & 3-3 为 一 日 本 学 者 研究 的 高 温 对 样品 DNA 
的 ABO 基因 分 型 的 影响 结果 ， 即 使 很 短 时 间 的 高 温 环 境 也 引起 DNA 降解 ， 影 响 检验 。 
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表 3-3 热处理 对 在 次 样品 ABO 基因 型 分 型 的 影响 








AQ” BO' OO” 
加 热 条 件 一 一 - - 
0*7 了 o° O°* 
Sl 52 53 S4 SŠ 56 84 55 S6 37 S8 S9 
100 10h + + + + + + + + + + + + 
150% 1h + + — + + + + + + + + + 
150 2h - - = - ~ = - - - - ~- = 
200% 1h - - =- - - - - =- - - = - 


E: ERRARE, +< * ; 用 特异 引物 扩 增 的 目的 等 位 基因 
5] - 59 为 样品 问号; +: 阳性 结果 ; - : 阴性 结果 ， 即 没有 扩 增 产物 


潮湿 环境 不 仅 利 于 检 材 自身 核酸 酶 活性 的 保持 ， 而 且 潮 温 环 境 利于 细菌 和 霉菌 生长 ， 
微生物 分 泌 核 酸 酶 ， 进 一 步 加 速 DNA 降解 。 一 些 洗澡 剂 或 去 污 斌 等 化 学 试剂 能 够 溶解 细 
胞 膜 、 核 膜 ， 使 细胞 通 迁 性 增加 ，DNA 从 细胞 中 释放 出 来 ,并且 使 组 组 白 与 DNA 分 离 ， 
使 DNA 易 受 各 种 外 力作 用 发 生 降解 。 

物证 载体 本 身 质 地 和 所 受 污 染 情况 不 同 ， 对 于 DNA 的 降解 影响 也 不 同 。 如 地 毯 沾 有 
很 多 忒 尘 或 泥土 和 微生物 ， 吸 湿性 又 较 好 ， 潮 温 的 斑痕 不 易 干 燥 ， 斑 痕 中 DNA 易 发 生 降 
解 。 表 3-~4 是 从 玫 种 不 同 载体 上 提取 的 DNA 分 子 情 况 。 


表 3-4 载体 材料 对 DNA 分 子 的 影响 


载体 类 型 样品 数 高 分 子 DNA ÊT DNA 与 部 分 降解 DNA BA DNA 





降解 DNA 共存 
wE 13 7 1 1 4 
塑料 黎 2 1 = e 1 
ERE 59 26 6 7 20 
斜 绞 粗 布 7 3 1 3 
Rh $ 4 7 
Ht 19 47 15 14 42 


RE. HEARE E DNA 降解 ， 而 且 最 严重 。 事 实 上 上， 在 实际 案件 中 ,生物 物 
证 DNA 的 降解 常常 是 上 述 多 种 因素 的 综合 影响 所 致 。 

3.2.3 DNA 降解 对 分 型 的 影响 

1. 降低 分 析 的 成 功率 

DNA 降解 降低 DNA 分 析 的 成 功率 ,但 对 各 种 方法 分 析 成 功率 的 影响 荐 不 一 样 的 。 对 需要 
大 片段 的 RFLP 多 态 性 分 析 影 响 较 大 ， 对 内需 小 片段 的 PCR， 尤 其 是 STR 分 析 的 影响 较 小 。 

2.PNA 图 谱 中 的 谱 带 减少 

DNA 发 生 降解 ， 分 子 变 小 ,大 片段 可能 会 丢失 ， 导 致 DNA 图 谱 的 谱 带 减少 ， 如 杂 合 
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TH 4 显示 一 条 带 。 因 此 ， 当 图 谱 表 更 为 …… 条 带 时 ， 要 弄 清 样 品 是 真正 的 纯 合 子 〈 一 条 带 ) ， 
还 是 森 合 子 由 于 某 种 原因 而 导致 二 个 等 位 基因 (二 条 带 ) 中 的 一 个 丢失 ， 这 就 要 求 对 标本 
的 质量 进行 估计 ， 以 便 准 确 解释 结果 。 
3.2.4 采集 和 保存 过 程 中 DNA 降解 的 阻止 
现 蔓 发 现 的 生物 检 材 从 提取 、 包装、 保 在 ， 直 至 送 到 实验 室 的 过 程 中 ， 必 须 考 虑 环境 
因素 对 检 材 DNA 降解 的 影响 。 原 则 上 在 于 燥 、 低 温和 条件 F DNA 降解 较 缓慢 。 因 此 现场 提 
取 生 物 检 材 后 ， 应 尽快 晾 二 ,低温 条 人 忻 下 保存 与 送 检 。 


3.3 物证 的 污染 


含有 DNA 的 生物 组 织 和 体液 在 离开 生物 体 上 后， 就 可 能 被 其 他 物质 污染 ， 从 而 影响 检 
材 DNA 的 分 析 结 果 。 污染 物 不 同 ， 其 影响 DNA 分 析 结 果 的 沾 因 和 表现 形式 也 不 同 。 常 见 
污染 物 大 致 可 分 为 三 类 :; (1) 非 生物 物质 ，(2) 非 人 的 生物 物质 ; (3) 他 人 的 DNA. 

3.3.1 非 生物 物质 的 污染 

非 生 物 物 质 类 污染 是 最 常见 的 污染 。 他 们 主要 是 染料 、 洗 涤 剂 、 忒 全 和 各 种 生活 生产 
中 包括 -一些 化 学 制剂 等 在 内 的 非 生 物 物质 。 其 中 有 些 污 染 物 在 物证 斑 迹 形成 前 就 存在 于 形 
成 斑 迹 的 载体 上 ， 如 布 的 染料 、 衣 有 最上 残留 的 洗 淋 剂 ， 有 的 是 物证 兽 迹 形成 后 落 在 斑 迹 上 
的 ， 还 肯 的 是 在 现场 提取 物证 或 实验 室 DNA 提取 过 程 中 形成 的 。 不 同 的 污染 物 对 DNA 分 
析 的 影响 是 不 一 样 的 。 有 的 影响 比较 重 ， 例 如 深 色 布 载体 上 的 染料 就 能 抑制 DNA 内 切 酶 
和 DNA 案 合 酶 的 活性 ，DNA 分 子 不 能 被 酶 切 ， 或 者 PCR 扩 增 时 得 不 到 扩 增 产物 ， 没 有 分 
型 结果 。 

3.3.2 其 他 生物 物质 的 污染 

其 他 生物 物质 的 污染 包括 各 种 动 植物 和 微生物 等 。 昌 然 法 医学 选择 应 用 的 DNA 遗传 
标记 一 般 是 人 特异 的 ， 能 区 别 开 人 与 动物 ， - 般 不 影响 最 后 结果 的 解释 ,但 亦 应 注意 防止 
这 类 物质 的 污染 ,一 些 动物 DNA 偶尔 在 人 的 DNA 分 析 中 也 出 现 交叉 上 反应。 在 进行 DNA 检 
验 前 ， 应 进行 种 属 检 验 。 微 生物 的 污染 则 影响 比较 大 ， 需 要 特别 予以 注意 。 犯 罪 现场 标本 
如 血 、 精 液 是 细菌 和 真菌 生长 的 普 养 丰 定 环境 ， 这 些微 生物 分 说 的 物质 如 核酸 酶 等 能 降解 
样品 中 的 人 类 DNA。 微 生物 的 污染 引起 DNA 严重 降解 ， 使 分 型 难以 获得 结果 。 

3.3.3 人 之 间 的 DNA 变 叉 污染 

这 种 交叉 污染 可 能 发 下 在 物证 样品 收集 过 程 中 或 之 后 使 物证 以 外 的 其 他 人 的 DNA 落 
到 物证 上 。 主 要 有 以 下 情况 导致 污染 : (1) 提取 或 接触 物 还 的 人 没有 带 工作 相 、 与 旱 和 手 
E, 使 涉 上 、 手 上 的 人 栖 成 分 脱 沙 或 粘 附 到 物证 的 广 迹 上 ， 咳 喇 或 打 喷 哈 时 唾沫 、 鼻 详 落 
到 物证 上 ; (2) 提取 物证 的 器 材 污染 有 DNA 或 在 提取 各 个 物证 之 间 没 有 清洗 干净 ， 造 成 
ELR, G) 采集 人 员 缺 辽 经 验 ， 把 物理 位 置 上 不 在 一 起 的 物证 采 放 在 一 起 ， 而 这 些 物 
证 可 能 含有 来 自 不 同 个 体 的 DNA. (4) 不 同 物 让 检 材 没有 分 开 包 装 或 包装 和 保存 中 样品 
障 离 不 够 ， 造 成 物证 间 交 丸 污 染 或 外 流 污 染 。 一 旦 样品 中 污染 有 他 人 的 DNA， 使 物证 的 
DNA 检验 受到 干扰 ， 在 一 个 样品 中 检 出 二 个 或 二 个 以 上 个 体 的 DNA， 检 验 结果 变 得 复杂 ， 
HEHH a 

污染 影响 案件 DNA 分 析 的 程度 取决 于 所 用 检验 方法 的 灵敏 度 和 污染 量 。 比 如 ， 应 用 
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PCR 分 型 系统 ， 由 于 样品 中 的 DNA 分 子 可 以 成 千 上 百 万 们 地 复制 ， 因 此 ， 即 使 其 污染 
DNA 量 很 微 ， 也 能 被 检 出 。 


3.4 物证 采集 


3.4.1 对 物证 采集 的 要 求 

影响 DNA 分 型 结果 有 三 个 因素 :第 一 因素 是 DNA HE, BA PCR 方法 很 灵敏 ， 介 还 
是 需要 一 定量 的 DNA; 第 二 个 因素 是 DNA 的 质 一 一 DNA 样品 的 降解 ， 前 面 已 述 DNA 分 子 
易 受 各 种 环境 因子 影响 而 降解 ; 第 一 个 因素 导 DNA 样品 的 纯度 ， 各 种 各 样 的 污染 会 影响 
DNA 分 型 。 

不 同 的 采集 保存 方法 会 在 较 太 程度 上 影响 以 上 三 个 因素 ， 以 致 影响 随后 的 DNA 分 析 。 
因此 物证 采集 的 原则 是 : 

1. 提取 或 接触 物证 的 人 要 带 工 作 帽 、 口 奸 和 手套 ， 杜绝 用 手 直接 接触 物证 ; — =E = 
防止 现场 勘查 和 担 取 物证 人 员 的 DNA 污染 ; 

2. 尽 可 能 多 地 采集 物证 ， 以 保证 得 到 足够 量 的 DNA， 满 足 分 析 ; 

3. 避免 泥土 、 油 脂 等 环境 中 其 他 物质 的 混入 ; 

4. RRR RRETA, AA; 要 尽 可 能 使 用 一 次 性 器 具 ; 需要 连续 使 用 的 在 提取 
等 件 物 证 前 都 要 彻底 清洗 、 冲 净 ; 

5. 对 于 物 埋 空间 不 在 一 起 的 物证 应 分 开 提 取 、 分 开 包 装 ; 

6. 一 旦 物证 提取 后 ， 要 分 别 正确 包装 ， 做 好 标记 。 对 于 不 会 外 流 的 物证 ， 虚 当 用 纸 
RAR: 

7. 采取 的 物 让 样品 ， 小 件 的 要 放 人 冰箱 保存 ， 大 件 的 不 能 放 人 冰箱 的 要 保存 在 干燥 
通风 党 诡 低 温 的 环境 下 。 旗 痕 类 物证 一 定 要 先 脉 干 ; 组 织 类 物证 最 好 冰冻 保存 ; 

8. 尽快 送 检 。 

3.4.2 物证 提取 的 基本 方法 

附 有 DNA 的 生物 物证 载体 各 种 各 样 ， 为 适合 随后 的 实验 室 分 析 ， 可 酌情 采取 以 下 二 
种 基本 方法 中 的 一 种 进行 : (1) 连同 载体 一 并 采集 。(2) 将 斑痕 从 载体 上 转移 到 更 合适 或 
更 易 处 理 的 物体 上 。 

第 一 种 方法 比较 好 ， 样 品 不 会 受到 损失 ， 受 污染 的 危险 性 小 ， 操 作 简 单 。 提 取 人 员 用 
正确 方法 将 整 件 物证 提取 、 和 包装 好 ， 径 直送 到 实验 室 分 析 。 这 种 方法 适合 于 易于 包装 种 运 
送 的 像 在 物 或 其 他 比较 小 的 物体 。 也 适合 那些 可 以 切割 的 大 件 物 体 ， 如 门框 或 窗帘 ， 可 以 
将 有 斑痕 及 班 痕 附 近 的 客体 一 起 完全 切割 下 来 送 检 。 将 斑痕 从 客体 上 转移 下 来 的 工作 留 给 
检验 人 员 去 处 理 较 爱 ， 因 为 他 们 知道 如 何 做 更 有 利于 检验 分 析 。 

对 于 独立 的 、 没 有 附着 在 载体 上 的 物证 ， 如 上 骨骼、 毛发 、 指 甲 等 ， 评 按 此 种 方法 提取 。 

第 二 种 方法 是 将 牛 物 物质 转移 到 昌 好 的 载体 上 ， 比 如 ， 将 大 块 石头 、 水 泥 地 面 、 浙 青 地 
上 的 斑痕 转移 到 纱布 上 。 这 可 以 用 干净 的 手术 刀 硬 取样 品 或 用 胶带 粘 取 ， 或 用 茹 饮水 、 或 生 
理 盐 水 、 或 缓冲 液 芳 湿 的 纱布 将 斑痕 擦拭 下 来 。 用 刀 刊 取 或 胶带 粘 取 不 需要 弄 次 样 操 ， 不 会 
带 进 潮气 导致 DNA 降解 ， 但 是 难于 完全 将 物质 转移 到 载体 上 ， 可 能 损失 部 分 样品 或 在 擦 刊 
过 程 中 不 小 心 损失 了 样品 。 采 用 漫 湿 擦 拭 法 提取 的 斑痕 物证 ， 要 立即 脐 干 保存 。 
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如 储 斑 痕 在 刀具 、 铁 要 或 其 他 铁 制 旦 表面， 即使 暂时 不 进行 DNA 检验 ， 也 要 尽早 将 
它们 转 称 下来。 因为 铁器 容易 牛 锈 ， 生 锈 后 导致 无 法 辨认 斑 迹 的 残 疼 部 位 。 

物证 采集 的 标准 程序 要 求 在 斑痕 附近 采集 一 个 或 多 个 设 有 有 斑痕 的 样品 ， 帮 为 检验 时 的 
对 照 。 

3.4.3 注意 物证 存在 的 多 样 性 ， 广 泛 提取 各 种 DNA 物证 

有 试验 证 明 人 体 只 要 接触 物体 5 秒 钟 ， 就 有 细胞 遗留 在 物体 上 。 由 于 紧密 、 频 繁 接 
触 ， 可 在 各 种 物体 【留存 人 体 细胞 ， 例 如 ; 在 由 子 、 面 单 、 围 中 上 可 能 遗留 有 使 用 者 的 头 
面部 脱落 的 细胞 . 毛发 ， 存 烟头 、 口 香 糖 中 、 各 种 物体 的 咬 痕 三 可 能 留 有 日 腔 上 皮 细 胸 ; 
在 移 勤 案件 的 绳索 上 可 能 留 有 皮肤 和 血细胞 : 在 受害 者 抓 罪 犯 时 ,. 爱 害 人 的 指甲 缝 内 可 能 
留 下 罪犯 的 细胞 ; 存 检 伤 案件 中 的 漳 头 上 可 能 留 育 伤 者 的 细胞 ， 在 贴身 衣服 、 FR, HZ 
镜 、 杯 子 、 电 话 耳 机 、 用 过 的 销 笔 此 牙 出 等 各 种 物体 可 能 留 下 使 用 者 的 表皮 或 上 皮 细 胞 。 

在 特殊 案件 中 ， 应 注意 搜集 在 案件 过 程 中 可 能 留 有 的 这 类 DNA 物证 。 这 些 物 证 通过 
DNA 分 析 ， 对 于 查 明 案 件 中 的 某 些 情况 ， 沼 常 可 以 提供 科学 的 证 据 。 


3.5 物证 的 标记 与 登记 


物 让 在 提取 采集 过 程 中 应 逐 件 进行 标记 和 登记 {采集 日 期 、 地 点 、 和 名 称 、 内 会 物 、 状 
MRE). R DNA 分 析 这 种 结果 具有 和 较 高 准确 性 、 科 学 性 与 客观 性 ， 鉴 定 结 果 对 于 判 案 
具有 重要 作用 的 物证 决 涉 能 有 差错 。 一旦 样品 在 分 析 前 发 生 了 任何 差错 或 混入 了 其 他 样 
是 ， 那 么 所 得 的 结果 就 会 滨 得 不 可 车 或 难以 解释 。 为 社 绝 此 类 事情 发 生 ， 使 物证 鉴定 符合 
法 律 要 求 ， 物 证 的 采集 应 严格 遵照 有 关 规 定 进行 。 在 物证 的 采集 前 后 都 此 注意 笔录 ， 要 标 
记 好 并 登记 清楚 。 在 现场 ， 和 在 搬 动 和 提取 物证 前 首先 要 照相 ， 记 录 物 证 的 位 置 与 状况 ， 注 
朋 物 证 与 现场 其 他 物体 的 空间 距离 ， 采 集 完 后 要 在 包装 上 标记 清楚 。 


3.6 物证 的 保存 


进行 DNA 检验 的 生物 物证 一 旦 收集 后 ， 必 须 保 持 在 干燥 状态 ， 潮 湿 的 物证 应 室温 及 
TP. 低温 保存 ， 以 减少 DNA 的 降解 ， 不 要 暴露 于 高 温 、 潮 湿 、 或 阳光 直射 的 环境 。 人 人 性 
组 织 不 能 加 福 尔 马 林 等 固定 ， 应 采取 冷冻 保存 。 


3.7 各 类 物证 的 采集 与 保存 


所 有 需要 DNA 分 析 的 生物 物证 都 应 遵循 上 述 物 让 的 采集 和 保存 原则 ， 此 外 针对 一 些 
物证 的 特点 ， 对 这 些 物 证 采集 和 保存 再 作 进步 滴 述 。 

3.7.1 血液 和 血 斑 

1. TEIR 

(1) 由 医务 人 员 采 个 体 血 。 

(2) 使 用 无 菌 一 次 性 的 注射 器 收集 1 ~ 5ml 的 血液 ， 放 人 含有 下 DTA 抗 凝 剂 的 试管 中 ， 
Aaike, M. EDTA E DNA 的 最 好 抗 秦 保存 剂 。 或 者 将 抽取 的 血液 直接 涂抹 宇 无 菌 纱 
布 或 干净 滤纸 1， 肪 干 ， 制 成 血 痕 备用 ， 也 可 采集 指 血 ， 制 成 lcem? HERIR, WER 
进行 DNA 指纹 分 析 ， 以 液体 血液 送 检 为 最 佳 。 
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(3) 每 个 试管 应 标明 日 期 、 时 间 、 嫌 疑 人 人 的 姓名 、 地 点 、 采 血 员 的 姓名 、 采 集 的 数 
量 、 案 件 名 称 编导 和 物证 编导 。 

(4) 血液 样 癌 应 置 于 4 各 冰箱 保存 ， 制 成 血 班 的 ， 则 在 室温 晾 士 ， 并 应 尽快 送 检 。 

2. 现场 的 流体 身 

(1) 液体 血 应 该 使 用 干净 的 (最 好 是 灭 菌 的 ) 注射 器 或 一 次 性 吸管 ， 将 其 吸 至 一 个 铺 
EI RIEKA) 试管 内 。 

(2) 凝血 块 可 以 使 用 清洁 的 药 匙 将 其 移 至 清洁 的 试管 内 ， 

(3) 可 以 使 用 清洁 的 纱布 吸取 液体 血战 凝血 块 。 不 要 只 吸取 血清 部 分 。 血 疗 在 包装 利 
送 往 实验 室 前 应 腑 干 (不 贾 由 光 直 射 )。 

(4) 标明 样品 案件 和 名称 编号 、 物 证 编号 、 日 期 、 时 间 、 采 集 物 证 的 位 置 ， 以 及 物证 采 
集 员 的 姓名 。 

(5) 液体 血液 样品 应 使 用 EDTA 抗 凝 剂 ， 冰 箱 保 存 。 

3. š L. k RAUK rh ñj dk fi 

(1) 雪上 和 水 中 发 现 的 血液 应 立即 提取 ， 以 免 被 进一步 稀释 。 

(2) 将 那些 最 浓 的 样品 尽 下 能 地 搜集 到 清洁 .适合 的 容 圳 内。 采集 时 应 尽 可 能 避免 末 
质 污染 。 

4. 衣服 上 的 未 干 血 斑 

(D 将 带 有 未 于 血 斑 的 衣服 放 在 一 个 清洁 的 表面 ， 上 肪 下 (避免 阳光 直射 )， 不 能 用 电 
吹风 等 热力 加 速 干燥 。 

(2) 未 干 的 血 斑 及 载体 本 身 潮湿 的 不 能 密封 在 不 透气 的 密封 伐 或 塑料 的 内 ; 否则 样品 
保持 在 潮湿 状态 下 ， 易 于 细菌 繁殖 ， 会 使 样品 DNA 降解 。 

(3) 用 干净 的 纸 将 它们 包装 起 来 ,或 装 入 纸 氏 内 。 

(4) 不 能 持 动 带 血 斑 的 衣服 ， 以 防 引起 应 痴 的 脱落 转移 。 

5. g h E BJ T ü 38 

(1) PARTIRE maT, üa TE SE ak EJES 3. 

(2) 对 于 不 宣 从 现场 移出 的 大 件 物品 存在 的 未 干 血 多 ,将 其 转移 到 干净 的 棉纱 布 上 ， 
景 干 后 装 和 信纸 带 内 。 

6, 大 的 或 不 可 移动 物品 上 的 干 血 疯 ， 如 墙壁 或 混凝土 上 的 十 血 璇 

(1) 对 库 斑 的 形状 必须 做 笔录 、 照 相 并 是 画图 。 

(2) 将 血 斑 直 接 刊 到 一 张 清 滞 的 纸 上 ; 或 用 高 粘 质 胶带 将 每 一 个 斑点 从 其 所 在 的 物体 
表面 上 粘 下 来 ; 或 用 燕 饮 水 湿润 的 清洁 的 纱布 或 拭 子 将 样品 擦洗 下 来 ; 或 用 一 个 小 吸管 吸 
少量 燕 馏 水 于 斑痕 上 ， 反 复 吸 排 多 次 ,将 斑点 从 物体 上 洗 下 来 ,然后 将 样品 吸 到 一 个 清洁 
的 试管 内 。 

(3) 转移 到 钞 布 或 拭 子 的 血 材 上 螃 千 ， 再 将 其 放 在 专门 的 纸袋 。 

(4) 每 一 件 物证 都 要 收集 没有 斑痕 的 部 分 ， 作 为 “基质 对 照 ” 送 验 。 

7. 可 以 切割 的 物体 ， 如 地 发 或 室内 装潢 材 料 上 的 干 血 斑 

(1) 详细 和 笔录、 照相 斑点 情况 。 

(2) 用 一 个 清洁 的 刃 器 将 带 有 血 斑 部 分 的 物 征 材料 切 荐 下 米 。 
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(3) 对 每 个 切割 下 来 的 物证 都 应 该 分 别 包 装 和 标记 。 

8. 小 的 飞溅 的 血 斑 

小 的 飞溅 的 血 点 常常 很 难 从 物体 的 表面 上 转移 下 来 。 在 收 了 适当 的 记录 以 后 ， 可 以 用 
胶带 或 湿润 的 消毒 棉纱 线 将 样品 提取 下 末 ， 应 避免 从 周围 区 域 提 取 脏 的 或 其 他 污染 物 。 

9, 交通 肇事 案件 中 汽车 上 的 血 瘟 

(1) 全 面 检 查 汽车 的 外 表面 ， 人 确定 有 无 毛发 、 组 织 、 血 液 、 以 及 其 他 的 痕迹 物证 。 所 
有 的 检查 发 现 都 要 一 一 记录 。 
(2) BHR RAE GRAJ. ET, BJ ) 将 斑点 刊 入 一 个 清洁 的 纸 我 内 。 
(3) 如 果 刊 前 的 部 分 不 令 人 人 满意， 也 可 以 使 用 深 纱 布 转移 提取 血 融 ,然后 脉 干 包装 。 
(4) 如 需要 进行 指纹 显现 ， 宜 用 对 物证 DNA 检验 无 害 的 显现 方法 ， 如 铝 粉 法 显现 指 
否则 应 在 显现 指纹 前 提取 血 交 。 
10. 尸体 上 的 血 斑 
(1) 下体 上 的 血 斑 在 提取 前 应 仔细 记录 。 
(2) 点 注意 血 兽 的 位 置 . 大 小 、 数 量 、 形 状 和 类 型 。 
G) 由 于 尸体 上 血 斑 易 于 脱落 ， 因 此 在 移 走 尸体 以 前 将 血 现 提 取 下 来 。 
(4) 在 收集 尸体 上 的 血 斑 时 ， 为 了 减少 附带 尸体 本 身 的 皮 鞭 细胞 ， 应 尽 可 能 轻 轻 地 将 
斑点 取 下 。 如 使 用 胶带 烙 取 或 拭 子 轻 轻 地 擦拭 斑 疗 。 

(5) 指甲 下 的 血 班 应 该 使 用 清洁 的 牙签 刊 下 。 用 清洁 的 指甲 前 将 指甲 前 下 并 收集 起 
来 。 剪 切 指甲 时 应 小 心 ， 不 要 带 死者 本 人 的 血液 和 组 织 。 每 个 指甲 和 牙签 均 应 分 并 和 包装 。 

3.7.2 精液 和 精 班 

L. 现场 上 发 现 的 液体 精液 物证 

(1) 精液 物证 应 该 照相 、 录 像 和 画图 记录 。 

(2) 于 一 个 清洁 的 注射 器 或 -次 性 吸管 将 液体 精液 级 至 一 个 灭 菌 的 试管 内 。 

(3) 也 可 将 液体 精液 吸取 到 干净 的 纱布 或 棉 球 上 。 然 后 了 晾 干 、 包装 、 加 封 和 标记 。 如 
果 有 条 件 ， 将 样品 保存 在 冰箱 内 。 

2. 可 移动 物体 上 精 竹 

(1) ET. KIR RE., 、 枕头、 纸张 ， 以 及 其 他 可 移动 物体 上 的 精 斑 整 件 进行 收集 。 

(2) 如果 物品 上 的 斑点 是 涅 的 ， 那 么 在 收集 包装 以 前 必须 将 其 彻底 脉 干 。 

(3) 每 一 件 物证 都 必须 单独 用 一 张 清洁 的 纸 包装 起 来 ， 并 做 好 标记 。 

3. 可 以 切割 的 大 的 物体 上 的 精 瘟 

(1) 大 的 物体 ， 如 地 毯 、 床 垫 、 室 内 装 满 材料 上 的 物证 样品 可 以 将 其 切割 下 来 。 

(2) 如 前 所 述 ， 所 有 这 些 物 证 都 要 做 好 采 证 记录 。 

(3) 月 清 洁 的 解 前 刀 将 精 斑 切 在 一 张 清洁 的 纸 上 ， 然 后 折 秋 包 起 来 。 

(4) 解剖 刀 在 使 用 中 间 应 该 用 漂白 粉 和 酒精 彻底 洗 净 ， 以 避免 任何 可 能 的 交叉 污染 。 

(5) 每 一 个 物证 折 各 小 包 都 应 放 人 一 个 单独 的 小 包装 的 内 。 

4. 不 可 移动 的 , 非 吸 湿性 物体 表面 上 的 精 班 

(1) 不 可 移动 的 具有 非 吸 湿性 表面 的 物体 ， 如 地 板 、 柜 台 、 人 金属 表面 的 样品 等 : 

(2) 如 前 述 ， 提 了 到 精 斑 物证 必须 做 好 采 证 记录 。 


zY 


pad 
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(3) 用 十 净 的 解剖 万 将 精 谢 刊 到 干净 纸 上 ， 然 后 将 其 折 释 包 起 来 。 也 可 以 用 胶带 粘 下 
来 或 用 棉 球 拭 子 将 斑痕 擦拭 下 来 。 

(4) 解剖 刀 在 使 用 中 人 间 必 须 彻底 清洗 。 

(5) 每 个 折价 包 放 和信 一 个 单独 的 包装 八 内 ， 所 有 的 包装 和 八 都 要 封 好 。 

5. 从 性 犯罪 案件 受害 者 身上 提取 精液 物证 

(1) 性 犯罪 案件 受害 者 的 物证 的 采集 应 在 医院 、 门 诊室 进行 。 

(2) 应 按 前 述 已 制定 的 程序 进行 物证 {如 衣服 等 ) 的 收集 。 

(3) 根据 被 强暴 案情 ， 用 无 菌 钞 布 或 槐 球 反复 枕 拭 阴道 、 口 用 〈 蝇 交 案 例 ) 和 肛门 
( 鸡 好 )。 纱 布 或 棉 球 的 面积 干 万 不 要 过 大， 否则 因 擦 拭 物 面积 诗 大 ， 精 滚 广 不 集中 ， 影 响 
下 一 步 检验 ,提取 的 擦拭 物 要 晾 二 保存 。 

3.7.3 组 织 、 器 官 和 骨骼 

1. 新 鲜 组 织 sh É HUB BS 

(1) 每 件 物证 都 要 采用 各 种 方法 进行 描述 ， 包 括 笔录 、 照 相 或 录像 做 采 证 记录 。 

(2) 每 个 物证 者 要 使 用 - .个 清洁 的 器 械 进行 收集 。 所 使 用 的 狠 子 在 使 用 之 中 ， 如 前 
述 ， 要 御 座 地 进行 清洗 。 对 腐败 尸体 ， 要 取 深 层 肌 岗 或 肋 软 肯 。 放 在 一 个 清洁 的 可 匡 定 的 
容器 内 。 

(3) 密封 后 ， 敌 好 标记 并 放 冰 逢 或 冷 处 保存 。 

2. 陈旧 组 织 、 器 官 和 骨 带 

(1) 在 收集 前 应 该 对 每 个 物证 进行 拍照 和 画图 。 详 细 记 录 大 小 、 形 状 、 类 型 及 其 和 其 
它 物证 相互 之 间 的 空间 关系 。 

(2) 每 个 物证 都 点 使 用 清洁 的 怨 子 提取 。 对 仍然 连 在 一 起 的 物证 应 该 一 块 儿 提 取 。 收 
集 时 不 应 将 其 分 开 。 

(3) 骨骼 尽 基 提取 长 时 ， 而 且 不 要 人 为 她 将 长 骨 切 成 两 截 。 杏 则 ， 具 内 DNA 容易 被 
污染 。 

3.7.4 唾液 、 尿 液 和 其 他 体液 

1. 液体 样品 

(1) 液体 的 唾液 或 永 应 尽快 装 信 一 个 清洁 的 消毒 的 容器 内 (塑料 的 或 玻璃 的 标本 杯 )。 

(2) 每 个 容器 上 都 要 加 封 并 做 好 标记 。 

2. PE 

(1) 唾液 班 、 尿 班 和 其 他 体 洲 斑 可 以 整 件 物 证 收集 ， 也 可 以 将 其 从 载体 上 刊 下 或 剪 切 
F, 予以 收集 。 

(2) 物证 必须 彻底 干燥 并 且 放 在 一 个 清洁 的 纸 质 的 容 涡 内 。 刊 前 物种 剪 切 物 应 收集 在 
一 张 清洁 的 纸 上 并 折合 包 好 。 然 后 再 将 其 放 作 第 二 个 继 包 装 往 内 ， 可 封 并 做 好 标记 。 

3,7.5 毛发 

(1) 用 清洁 的 锰 子 夹 取 毛 发 。 

(2) 不 在 一 起 的 毛发 应 分 别 搜集 、 包 装 ， 做 好 标记 。 

(3) 在 收集 过 程 中 必须 小 心 操作 ， 不 要 损坏 可 能 存 有 的 毛根 组 织 。 

(4) 与 血液 、 组 织 、 训 其 他 体液 混合 存在 的 毛发 ， 提 取 时 应 小 心 丸 理 。 每 个 物证 都 要 
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单独 放 在 . -个 清洁 的 容器 上 内， 加 封 ， 并 做 好 标记 。 

(5) 如 果 毛 发 与 体液 混在 一 起 ， 应 陈 干 后 包装 送 检 。 

3.7.6 强 好 致 孕 案件 的 物证 

受害 人 被 强奸 致 卫 ， 如 洒 已 人 工 引 产 ， 可 用 干净 无 菌 的 手术 刀 切 开 胎 外 颅骨 ， 用 干净 
无 效 的 药 勺 或 滴 管 取 引 产 胎儿 脑 组 织 ， 放 入 干净 试管 或 烧杯 内 ,或 取 胎 儿 肌 肉 ， 登 记 受 害 
人 姓名、 采集 时 间 、 地 点 和 采集 人 人 等， 密封， 冷冻 保存 ， 送 检 。 如 未 大 工 流 产 (1~3 个 
月 胎儿 ) 可 在 医院 采集 绒毛 。 和 如 要 人 工 流 产 ，-“ 定 在 流产 前 告知 医院 妇科 彻底 清洗 豚 引 
泵 ， 不 能 留 有 其 他 人 的 组 织 ， 而 且 吸 引 时 不 能 将 胚胎 弄 得 太太 ， 以 免 分 不 清 是 且 胎 还 是 母 
体 组 织 。 




















3.8 物证 的 送 检 


提取 的 物证 要 尽快 送 往 实验 室 进行 愉 验 。 在 送 检 现场 物证 的 同时 ， 采 和 集 与 案件 有 关 入 员 
的 样品 并 一 同 送 检 。 有 关 人 员 的 样品 一 般 均 采 集 其 血液 或 制 成 血 靖 ， 血 液 末 集 方法 同 前 。 
在 物证 送 往 实 验 室 的 过 程 中 也 要 注意 避免 物证 DNA 发 生 降解 ， 为 此 在 送 检 过 程 中 要 尽量 避 
免 物证 经 受 高 温 、 高 湿 、 日 光照 射 以 及 过 长 的 运输 时 同 ， 鲜 血 要 求 放 在 冰 壶 中 送 检 。 

不 同 案件 需要 收集 的 有 关 人 员 样 本 如 下 ， 

1. 现场 物证 为 精 班 的 案件 : 要 求 采集 受害 人 、 有 关 犯 罪 嫌 疑 人 的 血液 GBR); 如果 精 
璇 的 载体 上 有 可 能 留 有 其 他 人 的 精 斑 如 受害 入 到 大 等 ， 必 须 采 集 他 们 的 血液 ( 痕 ), 一 同 
送 检 。 . 

2, 强奸 致 茸 的 亲子 鉴定 案件 :采集 受害 人 血液 、 受 害 人 所 怀胎 儿 组 织 或 绒毛 〈 未 人 
工 流 产 ) 与 有 关 嫌 疑 和 人 血液 ， 

3. 确定 身 源 的 亲子 鉴定 案件 : 除 物 证 外 ， 还 需 采 集 嫌 疑 父母 血液 、 或 壹 外 《或 丈夫 
MAT) ， 如 因 某 种 原因 不 能 采集 到 其 嫌疑 父母 血液 、 或 妻 此 〈 或 丈 大 和 孩子) ia, a 
采集 嫌疑 人 的 同胞 血液 ， 并 尽 可 能 多 地 采集 所 有 同胞 血液 ， 或 同一 父系 的 或 同一 母系 的 亲 
属 血 液 送 检 。 

4, 个 体 识别 类 的 案件 ; 现场 物证 以 及 比 对 样品 ， 如 嫌疑 人 ， 受 害 人 自 等 。 





3.9 物证 DNA 分 析 结 果 的 预测 


一 个 物证 进行 DNA 分 型 以 前 ， 有 时 需要 做 预 实验 来 评估 生物 物质 的 种 类 ， 假 如 分 析 
HERE aR 8EQH. DNA 全 套 分析 只 是 证 明 没有 结果 ， 未 和 免 有 点 太 浪 费 。 因此 在 现场 采 
集 物证 前 或 实验 室 提 取 DNA 前 就 要 进行 血 、 精 液 战 唾液 等 各 种 液体 的 预 试验 。 

通过 预 实验 ， 一 旦 确定 样品 为 生物 物质 ， 就 应 进行 某 些 基本 实验 来 确定 样品 中 DNA 
状况 ， 了 解 DNA 的 质量 〔 降 解 情况 )， 有 多 少 总 DNA TE, EA DNA R£ £ b E À 2É 
DNA。 琼 脂 粘 鼎 胶 电 泳 可 以 了 解 有 多少 总 DNA 存在 以 及 降解 情况 ， 通 过 次 点 杂交 可 以 确 
定 总 DNA 中 人 DNA 的 含量 。 弄 清 DNA 情况 对 决定 采用 哪 种 分 析 手 段 与 对 结果 解释 是 非常 
关键 的 。 

3.9.1 RFLP 

RFLP 分 析 需 要 一 定量 的 高 分 子 量 (HMW) DNA, HMW DNA 指 平均 片段 大 小 在 20 ~ 





36 法 医 DNA 分 析 





23kb 的 DNA. "HJ RFLP 分 析 一 个 严重 降解 的 DNA 分 子 时 ， 可 能 会 有 大分 子 区 域 的 谱 带 
ERDER, 比如， 一 个 本 来 二 条 带 的 图 谱 可 能 恋 成 了 一 条 带 的 图 谱 ， 或 样品 的 第 二 个 
供 体 的 较 大 分 子 的 谱 带 可 能 丢失 了 了。 预先 不 用 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 来 检测 样品 的 降解 程度 ， 可 
能 会 导致 假 排 除 。 

另外 ，RELP 能 成 功 分 析 的 DNA 最 小 量 与 实验 室 有 关 ， 也 与 探 针 标记 方法 有 关 。 一 般 
说 来 ， 多 基因 座 RFLP 的 DNA 量 为 tag ~ Sag (EBI SE RIO) 或 lpg ~ Spg (HER p $ 
i), FIA RFLP 则 为 10 ~ 50ng， 换 句 话 说， 必须 有 10 ~ 50ng 以 上 的 高 分 子 DNA 才能 
得 到 理想 的 RFLP 图 谱 。 

3.9.2 PCR 

省 多 PCR 系统 不 像 RFLP 那样 需要 完整 的 DNA (未 降解 )， 而 且 需 要 的 DNA 量 也 更 
少 ， 有 些 系 统 如 STR， 只 要 几 百 bp 大 小 的 片段 即 能 得 到 理想 的 分 析 结 果 。PCR 系统 的 主 
要 优点 是 它 的 高 灵敏 度 。 有 些 系统 只 需 0.2~0.Sng (E RFLP 2> 100 ff) 样品 DNA， 即 相 
当 于 几 百 个 精子 或 针头 大 小 点 的 一 滴 血 中 的 DNA 就 能 得 到 基因 分 型 。 

除了 DNA 量 和 质 外 ， 污 梁 的 存在 与 否 也 是 评价 物证 的 内 容 之 一 。 斑 迹 载 体 材 料 〔 如 
树 片 ， 泥土 ， 蓝 色 牛 仔裤、 政 璃 )、 斑 迹 形 成 前 或 过 程 中 或 形成 后 加 入 的 化 学 物 如 油脂 、 
精子 灭 活 剂 ,洗涤 剂 ， 苏 打 等 ) 都 会 影响 样品 的 扣 取 和 分 析 。 了 解 样 品 的 情况 将 有 助 于 决 
年 下 步 果 用 什么 方法 分 析 最 合适 。 

例 1: 已 知 蓝 色 侠 纹 布 含有 与 DNA 结合 的 染料 ， 抑 制 RFLP 酶 切 和 PCR 扩 增 ， 目 前 可 
以 用 以 silica 为 基础 的 纯化 试剂 合 除 去 染料 ， 可 以 进行 全 套 分 析 ， 因 此 当 分 析 人 员 手 中 的 
斑 瘦 在 蓝 色 牛 仔裤 或 深 色 棉布 上 时 ， 就 要 考虑 采用 纯化 程序 。 

例 2， 从 土 中 采集 的 物证 ， 由 于 土壤 中 含有 许多 微生物 ， 容 易 被 降解 ， 含 有 大 量 非 人 
类 DNA， 曾 对 这 种 物证 ,分 析 人 员 就 要 措 清 样品 中 含有 多 少 人 DNA 、 多 少 非 人 DNA 和 人 
DNA 降解 程度 。 在 许多 情况 下 ， 不 沦 其 斑 迹 有 网 大 ， 分 析 人 员 只 能 用 PCR 方法 进行 分 析 。 
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BNE DNA 的 提取 


4.1 DNA 提取 方法 


DNA 存在 于 细胞 内 ， 存 进行 DNA 检验 前 ， 需 进行 提取 ， 即 将 DNA 从 细胞 中 提取 出 来 

并 与 细胞 其 他 成 分 分 开 。 现 场 提取 的 血 斑 . 

精 班 和 唾液 斑 等 体液 班 常 留存 寺 各 种 载体 上 。 r 

因此 ， 生 物 检 材 的 DNA 提取 也 包括 与 样品 中 
存在 的 其 他 非 生 物 物质 分 离开 来 的 过 程 (图 
4 - 1)。 任 何 残 留 的 非 DNA 物质 都 会 影响 随后 Fo 
的 分 析 ， 其 影响 方式 有 两 种 : 第 一 ， 影 响 酶 o 
的 作用 ,在 检验 过 程 中 应 用 的 DNA 酶 试剂 需 
要 在 特定 的 环境 下 才能 对 DNA 准确 地 有 效 地 FA ag 
发 挥 作用 。 自 然 规定 这 些 酶 作用 的 对 象 只 是 < % E y 
DNA， 当 没有 外 源 其 他 物质 存在 时 它们 处 于 
最 佳 工作 状态 ; 第 二 , 一 些 外 部 物质 可 能 会 
引起 DNA 降解 ， 这 种 降解 其 至 在 分 析 过 程 中 
仍 将 继续 存在 ， 喜 至 这 些 物质 被 去 除 后 才能 停 上 。 因 此 在 进行 DNA 提取 时 总 是 要 选择 都 
些 能 总 可 能 彻底 地 ， 快 速 高 效 地 去 除 任何 可 能 影响 DNA 分 析 的 有 害 物 质 的 方法 。 

核 DNA 提取 的 原理 是 : 首先 用 低 滩 或 商 渗 法 裂解 细胞 ， 通 过 离心 收集 细胞 核 ， 核 内 
DNA 通过 加 入 SDS (十 二 烷 基 磺 醋 纳 ， 一 种 去 污 剂 ) 或 加 热 者 沸 法 将 核 肛 溶解、 破裂 ， 细 
胞 核 内 的 DNA 从 核 内 释放 ; MARAN K, KES DNA 结合 的 蛋白 质 ， 使 DNA 游离 在 溶 
液 中 。 随 后 用 不 同方 法 进行 手提 ， 除 去 杂质 ， 收 集 DNA. 

DNA 提取 程序 根据 生物 物证 种 类 (如 血 、 精 液 、 唾 液 和 毛发 等 )、 物 证 量 和 细胞 种 
类 的 不 同 而 有 所 些 不 同 。 可 以 通过 肉眼 观察 ， 显 微 镜 检 查 和 预 实验 等 决定 选用 哪 一 种 提取 
方法 。 自 前 常用 的 方法 有 : (1) 有 机 提取 法 ; (2) Chelex - 100 提取 法 ; (3) 无 机 提取 法 ; 
(4) 其 他 提取 方法 。 

4.1.1 有 机 提取 法 

在 多 数 情况 下 ， 采 用 有 机 提取 法 ， 即 经 典 的 饱和 酌 - 氧 仿 法 。 它 利用 有 机 的 蛋白 质变 
性 剂 酚 、 握 仿 交 埠 抽 提 ， 使 蛋白 质变 性 ， 有 效 地 去 除 蛋 白质 等 杂质 。 有 机 提取 法 能 获得 较 
多 的 大 片段 DNA， 比 Chelex - 100 提取 方法 能 更 彻底 地 纯化 DNA。 它 利用 SDS 将 细胞 膜 裂 
H, EEA K, EDTA 和 去 污 剂 的 存在 下 消化 重 白质 成 多 肽 或 小 路 分 子 ， 然 后 用 等 体积 
饱和 了 酚 抽 提 除去 蛋白 质 , M- 气 仿 抽 提 去 除 未 消化 的 蛋白 质 ， 再 用 氯仿 抽 提 除去 DNA 溶 
液 中 的 酚 ， 最 后 用 2.,5 倍 体 积 的 无 水 乙醇 在 0.3mol/L NaCl] 存在 下 沉淀 DNA, PK 38 F] iy 
DNA, 70% ZEE DNA 沉淀 中 的 盐 ， 真 空 干燥 后 用 TE 洲 解 DNA。 关 于 DNA 的 沉 深 ,将 


图 4-1 斑痕 检 材 DNA 提取 示意 图 
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在 DNA 浓缩 部 分 介绍 。 
1. 提取 操作 
(1) 加 入 1.5m EDTA- Na, 提取 液 ， 悬 浮 各 种 来 源 处 理 后 的 细胞 〈 核 ) 这 证， 并 反复 
歇 打 ， 使 沉淀 分 散 开 来 ， 

(2) MA 1710 体积 的 10 镶 SDS， 使 最 终 浓度 为 1 和 ， 混 义 。(SDS 作用 : WRR, E 
DNA 从 核 中 释放 出 来 ) 

(3) 加 入 1⁄20 体积 2mg/ml 蛋白 酶 KK (protease 民 ，PEK)， 使 最 终 浓度 为 1O0ug/ml, E 
名 ， 封 口 ， 于 37% 水 浴 保 温 4h (PK 作用 : 水 解 蛋 牟 质 }。 如 在 56 和 下 保温 ， 时 间 可 减少 1 
~2h。EDTA - Na; 提取 液 也 可 用 NaAC 代替。 

(4) 向 溶液 中 加 入 等 体积 的 伺 和 酚 。 以 上 下 颠倒 试管 方式 混 旬 液体 ,将 管内 溶液 混合 
成 她 状 液 。3 000 ~5 000rmin 下 离心 Smin， 此 时 溶液 分 成 二 层 ，DNA 在 无 色 的 上 层 水 层 
{水 相 ) 中 ， 中 间 和 白色 混 儿 层 〈《 有 机 相 ) 为 变性 蛋白 质 。 如 果 PK 水解 蛋 白质 彻底 ， 此 层 
物质 就 会 变 得 少 些 。 最 下 层 带 神 或 黄色 的 是 酌 层 

(5) 转移 上 层 水 落 液 到 一 干净 试管 中 。 如 为 了 增加 DNA 回收 量 ， 可 以 将 有 机 相 取 出 ， 
加 入 等 体积 TE 溶液 (pH7.8)， 充 分 混 名 后 ， 离心， 再 吸取 上 层 水 相 ， 与 第 一 次 抽 提 的 水 

(6) 加 入 1⁄2 体积 的 酚 和 1⁄2 ERKAN., j J. 3 000 ~ 50015 min 下 离心 Smin, 

(7) 如果 水 相 层 和 有 机 层 的 界面 不 其 清楚 ， 说 明 其 中 会 蛋白 质 较 高 ， 可 采用 多 次 酚 / 
氮 仿 溶液 抽 提 ， 并 可 适当 加 太 高 心 速度 或 延 区 离心 时 间 。 此 步 中 可 以 加 少许 异 成 醇 ， 目 的 
是 减少 在 蛋白 质变 性 操作 过 程 中 产生 的 气泡 

(8) 转移 上 层 水 深 滚 到 另 一 干净 管 中 ， 加 人 等 体积 的 氯仿 混 匀 ，3 000 ~ 5 000r/min 离 
心 5min。 转 称 上层 水 溶液 到 另 一 十 净 管 中 ， 加 入 1710 体积 的 3moL NaCl, HRS, D 
入 2.5 合 深 液体 积 的 冰冷 《 -20 世 保存 的 ) 无 水 乙醇 ， 湿 名， 沉淀 DNA. 

(9) 收集 沉淀 ， 用 70% AR £ DNA 中 的 盐 ，5 000r/min 离心 Smin， 除 去 液体 ， 真 
空 抽 十 DNA 5min， 至 DNA 成 无 色 透 明 状 GE: 干燥 时 间 随 使 用 真空 度 变 化 ， 战 长 或 短 )。 

(10》 吉 适量 (50 ~ 10081) TE 缓冲 液 洲 和 解 DNA， 溶 解 后 的 DNA 溶液 于 4 和 保存 。 

用 Microcon100 超 滤 管 旋转 离心 代替 乙醇 沉淀 可 获得 大 基 DNA， 如 果 溶 液 中 DNA 含量 
较 低 ,乙醇 沉淀 法 回收 率 低 。 

有 机 提取 法 用 来 获得 50kb 以 上 的 大 分 子 DNA， 在 加 SDS 后 所 有 过 程 中 ， 雪 避免 剧烈 
RH, ARR DNA 过 程 中 ， 可 以 用 弯 头 吸管 或 将 加 样 器 的 吸 头 的 尖 部 前 去 来 称 取 DNA 党 
液 ， 因 为 DNA 溶 滚 较 粘 ， 加 样 器 吸 头 的 尖 部 孔径 较 小 ， 用 其 吸取 时 液 画 的 局 部 庄 力 较 大 ， 
易 破 坏 溶 滚 分 层 界面 。 操 作 中 要 带 手 套 ， 防止 皮肤 、 了 眼睛 接触 酷 。 

4.1.2 Chelex - 100 提取 法 

当 检 和 材 芋 较 少 时 ， 或 者 基因 分 型 只 需要 少 基 的 DNA 时 ， 可 以 用 Chelex - 100 提取 方法 
提取 DNA, Chelex - 100 是 一 种 化 学 整合 树脂 ， 由 芋 乙 媚 、 二 乙烯 茶 共 聚 体 组 成 。 含 有 成 
对 的 亚 氨 基 二 乙酸 盐 离 子 ， 整合 多 价 金 属 离子 ， 刻 其 是 选择 性 整合 二 价 筷子 ， 比 普 道 离子 
交换 剂 具 有 更 商 的 金属 离子 选择 性 和 较 强 的 结合 力 ， 能 结合 许多 可 能 影响 上 一 步 分 析 的 其 
他 外 源 物 质 。 通 过 离心 除去 Cheer 颗粒 ， 使 这 些 与 Chelex - 100 结合 的 物质 与 DNA 分 离 ， 
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防止 结合 到 Chelex 中 的 抑制 剂 或 杂质 带 到 PCR 反应 中 ， 影 响 下 一 步 的 DNA 分 析 ， 并 通过 
结 台 金属 离子 ， 防 止 DNA ER., EDTA 虽 也 具有 鳌 合 金属 离子 作用 ， 但 它 结 侣 的 金属 离子 
仍 留 在 深 渡 中 ， 无 法 与 DNA 分 开 ， 影 响 DNA 分 析 。 这 就 是 为 什么 Chelex - 100 RAF ED- 
TA 的 原因 。 

Chelex - 100 REHAR: 用 无 菌 蒸馏 水 裂解 细胞 或 其 他 方式 得 到 细胞 核 ， 用 5% 
Chelex — 100 的 悬浮 液 基 浮 细 胞 核 ， 在 56 CG 保温 30min 以 上 上， 然后 100 和 所 保温 8min, 2 BË PJ 
以 裂解 细胞 核 ， 释 放 DNA， 同 时 使 蛋白 质变 性 成 为 不 洲 物 ， 最 后 离心 除去 与 金属 离子 结 
合 的 Cheiex 颗粒 和 其 他 非 DNA 成 分 (如 组 白 质 )。DNA 留 在 上 清 液 中 ， 可 直接 用 于 随后 的 
分 析 。5s6% 保温 时 向 溶液 中 加 和 蛋白 卫 及 ， 可 增加 裂解 的 效率 。 对 于 血液 (DR), CHR 
时 间 的 长 短 对 提取 影响 不 大， 保温 30min 与 过 夜 没 有 明显 差异 。 

JR Chelex - 100 虹 泽 液 时 ， 应 该 将 英 粒 平均 分 散 开 来 ， 在 加 样 前 将 感 浮 液 充分 摇动 ， 
FLH 1ml 吸 头 或 前 面 较 粗 的 吸 冻 到 Chelex - 100. 

如 果 Chelex — 100 提取 的 DNA 在 放置 一 段 时 间 后 还 时分 析 ， 应 当 把 上 清 液 与 Chelex - 
100 颗粒 分 上 并， 保存 在 - 20 所 。Chelex - 100 会 随时 间 的 延长 被 破坏 ， 释 放出 以 前 结合 的 看 
制剂 或 树脂 本 访 结 合 MB! 抑制 PCR 反应 。 

Chbelex 500 结合 效果 依 培 十 巷 学 液 pH fB. 5% Chelex - 100 的 pH 值 在 10.0~11.0 为 
Y. WEREMA pH 值 不 在 此 范围 内 ， 则 应 废弃 。5 和 % Chelex - 100 £ ë H& B% t MU HI 
现 配 ， 因 为 Chelex - 100 在 数 小 时 后 萤 合 力 有 下 降 的 趋 问 。 

在 Chelex 方法 中 ， 细 胞 DNA 一 让 在 同一 管 中 进 行 操作 ， 不 涉及 转 黎 ， 因 此 检 材 的 斤 
失 率 低 ， 是 一 个 十 分 简单 、 快 速 的 方法 。 但 底 物 、 核 腊 及 其 他 试剂 一 起 保留 下 来 ，DNA 
纯度 比 有 机 溶 旗 提 取 法 低 。Chelex - 100 方法 将 DNA 双 螺 旋 打 开 ， 不 能 用 像 EB 染料 插 人 
方法 进行 定量 分 析 ， 只 能 用 厅 交 方法 进行 定量 。Chalex - 100 法 只 适用 于 PCR 分 析 ， 而 不 
适合 于 RFLP 分析， 而 且 对 于 日 的 片段 大 于 500bp 的 基因 座 的 扩 增 成 功率 低 。 因 为 用 于 
RFLP 分 析 的 DNA 必须 是 双 链 大 分 子 DNA，100 蕊 高温 煮沸 8min 和 快速 振 葛 使 DNA 片段 受 
到 损害， 片段 断裂。 

4.1,3 无 机 提取 法 

无 机 提取 法 是 利用 6mol/1. Nati 或 醋酸 钠 沉 淀 蛋 白质 代 圭 有 机 酚 - 氯仿 抽 提 步 又 去 除 
和 蛋白质， 其 他 过 程 同 有 机 溶剂 提取 法 。 大 致 步骤 是 : 在 消化 好 的 DNA 溶液 中 加 入 3 售 体 
积 6mol/L NaCl， 剧 烈 振 萝 混 合 ，5 000r/min 下 离心 15min， 去 沉淀 ; 上 清 液 用 无 水 乙醇 沉 
UE DNA。 此 法 操作 简单 ， 步 又 少 ， 椒 使 用 有 毒害 的 化 学 试剂 酚 和 和 毛 仿 ， 但 是 得 到 的 DNA 
溶液 盐 浓 度 较 高 。 

4.1.4 差异 裂解 提取 法 

在 法 医 物证 检验 中 现场 样品 经 常 涉及 一些 特殊 情况 ， 比 如 样品 中 含有 精子 和 其 他 类 型 
的 细胞 ,常见 是 明道 来 源 的 细胞 ， 也 就 是 说 混合 精 斑 。 在 法 医 物证 检验 中 发 现 的 包括 唾 
液 、 皮 肤 、 口 腔 、 阴 道 细 胞 以 及 在 尿 液 和 排 溢 物 中 的 自体 细胞 大 都 为 上 皮 细 胞 (epithelial 
cell, {$R e cell, EE 细胞 }。 这 些 上 皮 细 胞 和 精子 细胞 的 性 质 不 同 ， 精 子 细 胞 膜 和 核 腊 含有 
大量 硫 醉 盘 上 饭 ， 含 有 丰富 的 二 太 键 ， 比 其 他 细胞 如 血 、 唾 液 或 明道 上 皮 细 胞 操 难 打开 ， 需 
要 用 特殊 的 化 学 试剂 如 二 硫 苏 糖 醇 (DTT) 打开 二 硫 键 。 因 此 本 以 利用 精子 这 种 特性 ， 在 
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DNA 纯化 前 使 精子 DNA 与 其 他 细胞 DNA 分 开 ， 这 样 ， 可 将 罪犯 和 受害 人 欧 DNA 分 析 分 
开 进 行 ， 从 而 简化 了 最 后 结果 的 解释 。 这 种 用 于 分 离 混合 样 丰 中 精子 细胞 和 表皮 细胞 的 程 
序 叫 差 异 裂解 提取 。 

差异 慢 解 所 上 记 和 有 机 湾 剂 提取 程序 不 同 ， 它 通过 把 检 材 样品 证 渔 在 温和 的 溶液 中 ， 首 
先 将 细胞 (包括 表皮 细胞 和 精子 ) 与 底 物 〈 载 体 ) 分开， 让 样品 在 只 能 柳 解 上 皮 细 胞 的 化 
学 试剂 中 温浴 ， 然 后 离心 ， 将 含有 裂解 上 皮 细 胞 部 分 的 溶液 移 人 男 一 管 中 。 这 部 分 来 自 于 
裂解 上 皮 细 胞 部 分 的 溶 被 ， 再 经 有 机 溶剂 提取 法 进行 DNA 提取 ， 可 用 于 上 皮 细 胞 部 分 
DNA 检验 。 而 对 检 材 样品 中 的 精子 细胞 出 另 加 --: 些 试剂 《DTT) 帮助 精子 细胞 裂解 ， 这 部 
分 来 自 于 裂解 的 精子 细胞 溶液 ， 叫 精子 部 分 。 用 有 机 溶剂 提取 法 等 提取 DNA， 进 行 精子 
细胞 的 DNA 分 析 。 

在 实际 案件 物证 中 ， 由 于 检 材 样品 的 条 件 不 同 ， 上 皮 细 胞 和 精子 细胞 的 分 离 可 能 并 不 
都 是 非常 完全 的 。 例如， 样品 条 件 差 ， 一 些 精 子 细胞 在 上 皮 细 胞 裂解 程序 中 已 经 发 生 了 裂 
解 ， 提 前 释放 DNA， 使 精子 的 DNA 出 现在 上 皮 细 胞 部 分 的 溶液 中 。 相 反 的 ， 在 有 许多 上 
皮 细 胞 而 只 有 几 个 精子 的 混合 物 中 ， 一 些 上 皮 细 胞 在 第 一 步 慑 解 中 未 被 裂解 ， 上 皮 细 胞 可 
能 留 在 精子 中 ， 在 最 后 的 精子 部 分 检验 中 检 册 上 皮 细 胞 DNA。 在 这 两 种 情况 下 得 到 的 结 
果 比 较 复 杂 ， 表 现 为 混合 样品 ， 结 果 有 时 难 子 解释 . 

4.1.5 其 他 方法 

1. 位 性 珠 提取 法 

该 方法 利用 磁性 硅胶 吸附 白细胞 ， 用 细胞 裂解 液 裂解 细胞 ， 从 组 胞 中 游离 出 来 的 
DNA 分 子 被 吸附 到 磁性 堪 粒 表面 ， 蛋 白质 等 分 子 不 被 吸附 而 留 在 溶液 中 。 在 磁场 作用 下 ， 
伐 性 颗粒 与 液体 分 开 ， 回 收 颗 粒 ， 再 用 纯 水 或 TE， 洗 腊 吸 附 的 DNA (图 4-2)。 磁 珠 法 不 
需要 离心 ， 操 作 简 单 ， 而 且 在 同一 个 反应 管内 提取 ， 没 有 样品 的 损失 ， 更 适合 于 自动 化 提 
取 。 与 Chelex - 100 提取 法 比较 ， 磁 玻 法 回收 率 高 ， 即 使 是 0.5pi 血 仍 能 得 到 DNA 分 型 ， 
而 用 Chelex - 100 提取 同样 量 的 应 DNA 有 时 不 能 得 到 分 型 。 
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方法 : 取 loa pE, MA 20061 磁 珠 悬浮 溶液 ， 室 洗 放置 Smin， 然 后 将 溶液 放 到 磁 
场 中 Imin, EARR., WMA 200m 裂解 液 ， 室 漫 裂解 Smin， 然 后 将 溶液 放 到 磁场 中 Imin, 
RARR, MA 20021 洗涤 和 洗 陪 液 洗 ， 重 复 许 一 次 ， 些 步 要 求 不 要 搅 散 磁 珠 ; 最 后 加 
50u 洗涤 和 洗 陪 液 将 DNA 从 磁 珠 中 回收 出 来 ， 此 步 要 求 充分 悬浮 溶液 ,使 DNA 得 到 充分 
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Fi WRR DNA， 在 最 后 加 50pi 洗 洪 和 洗 脱 液 后 ， 将 之 在 9 和 保温 8min， 然 后 
回收 DNA。 

2.Nal 提取 法 

样品 放 人 1.5ml 的 离心 管 中 ， 加 300M 消化 液 (6mol/L Nal- 13mmolzL EDTA - 0.5% H 
桂 酰 钠 - 10wg 精 原 - 26mmol/L Tris - HCI ~ 29nmol/L DTT, pH8.0), 922, 55% 保温 4h。 
加 等 体积 80% RAN, BANE J 15min，12 000r/min 离心 10min PLIE DNA。 加 1ml 40% 蜡 
再 醇 ， 充 分 振 莫 ,将 DNA 沉淀 物 弹 起 来 ，12 000r/min 离心 10min 回收 DNA。 真 空 干燥 ， 
加 2011 蒸 馆 水 溶解 DNA. 

3.Dynabeads DNA direct kit 

加 3ml 白细胞 裂解 液 (10mmol/L Tris — HC], pH7.6, l0mmol/L EDTA Na, 50mmoəl/L 
NaCl), ACEA- A, MU l15610.5% NP -40, 5081 PK (2mg/ml), 42 TRIA 
加 2005) 磁性 珠 ， 室 温 放 置 5 ~ 10min 后 ， 放 到 磁场 90 ~ 120s， 去 上 清 液 ， 在 留 下 的 珠 - 
DNA 复合 物 内 加 20051 试剂 盒 带 的 洗涤 缓冲 液 ， 放 到 磁场 90 ~ 120s， 去 上 清 液 ， 最 后 将 
DNA PF 60l TE 缓冲 滚 中 ，65 和 保温 5min 以 分 离 复合 物 ， 直 接收 集 上 清 浪 ，- 20 人 乞 保 
ERAT PCR 反应 。 

4.QIAGEN 纯化 

QIAGEN 是 以 硅胶 为 基础 的 旋转 往 。 取 5 倍 体积 QIAqujick 缓冲 滚 PB 加 到 DNA FE hh 
P, E5, 将 混合 液 加 到 QIAGEN 旋转 柱 中 ，12 800r/min 离心 lmin， 去 掉 流 出 滚 ， 加 
750rl QIAquick 缓 冲 液 PE 到 旋转 柱 中 ， 室 漫 放置 Imin, 离心 lmin， 去 流出 液 。 加 100 TE 
到 旋转 柱 中 ， 离 心 1min， 收 集 流出 液 (100p1)， 取 51 用 于 PCR 反应 。 

5. 尖 相 吸附 法 提取 DNA (Boom 法 ) 

Boom 法 床 理 是 刊 用 硫 氨 长 耳 盐 (GusCN) 溶解 细胞 和 灭 活 核酸 酶 ，DNA 被 硅 营 颗粒 
吸附 ， 然 后 在 低 盐 下 将 DNA 从 硅 萍 中 解吸 附 出 来 ， 洗 脱 液 可 以 直接 用 于 PCR 反应 。Boom 
法 主要 用 于 临床 标本 (血液 、 胺 液 、 液 化 痰 等 ) J B DNA 的 提取 。 

(1) 试剂 

HREF: E 10g 分 析 纯 硅 藻 悬浮 于 50mi 无 菌 超 纯 水 中 ， 再 加 人 32% (WV) 盐 
酸 500ul， 高 压 灭 菌 后 保存 备用 。 

[6 BIADA: 50mmol/L Tris - HCl，500mmol/L GuSCN, 20mmol/L EDTA, 0.1% Triton X 
-100 

L2 洗涤 液 : 120g GuSCN, 100ml 0.1mol/L Tris - HCH (pH6.4) 

70% ZË. AN 

(2) 方法 

取 1005) 液体 标本 ， 加 90001 L6 326838. 206l ERR, EAA 1Omin, 12 000r/ 
min 离心 13s， 去 上 清 。 在 尝 注 中 加 1ml L2 洗涤 液 ，12 000r/min 离心 15s， 去 上 清 。 再 重复 
k., MEH lm PALER K, HA lml 丙酮 洗 一 次 ， 去 上 清 ，56 避 放置 10min 使 
再 酮 挥发 于 净 。 加 60pl TE 缓冲 液 ，56 乞 放置 10min，12 000r/min 离心 2min， 收 集 40m 上 
清 液 ， 再 加 4021 TE MEN - DNA 复合 物 ，12 000r/min 离心 2min， 妆 集 上 清流 ， 与 第 一 次 
的 合并 。 此 液 可 以 直接 用 于 PCR K y. 
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6. Chelex - 100 结合 硅 藻 提取 方法 

RERIT DNA 具有 较 好 的 吸附 力 ，Chelex - 100 提取 物 经 过 硅 潍 纯化 ， 可 除去 许多 PCR 
Hu hay ban DNA 片段 ， 有 效 地 提高 扩 增 成 功率 。50pl Chelex - 100 提取 液 或 PK 裂解 液 ， 
ji 90021 L6 裂解 液 (40mmol/I Tris - HCI, pH6.4, 17.5mmol/L EDTA, 1% TritonX ~ 100, 
40mmoyvL MAAE 《thioeyanate))， 再 加 50pl 20% TEA (HER F 1%HC1)， 室 温 放置 5min, 
然后 将 洲 液 用 注射 器 加 在 小 柱 上 《Promega 公司 )， 加 2ml 9 PK Q (2.5mmol/T, EDTA, 
pH8.0，5mmol/L Tris - HCI (pH7.5), 100mmoi/L NaCl)，60 免 乙醇 洗 一 次 ， 然 后 用 2ml 
80 免 丙酮 洗 。 将 小 柱 转移 到 1.5ml 离心 管 中 ，1 200rmin 离心 20s 以 去 除 乙醇 ， 室 温 下 放 
团 10min， 除 净 忆 醇 。 在 小 柱 中 加 $0 蒸馏 水 ， 并 将 小 柱 转 移 到 另 - -干净 离心 管 中 ， 定 混 
放置 Smin 以 释放 DNA, 12 000r/min 离心 20s、 收 集 流 出 的 DNA 溶液 ， 深 液 可 以 直接 用 于 
PCR 反应 或 4 所 保存 。 

硅 灌 的 所 取 率 较 低 ，Imm? WAA Chelex — 100 和 提取 可 得 到 250ng DNA, Fi PK - RM 
Chelex — 100 - ER ERIA 15ng。 因 为 硅 潍 对 核 车 瞬 和 容 核 背 酸 结合 力 低 ， 使 总 产量 低 。 
但 硅 藻 能 有 效 地 除去 PCR 抑制 剂 ， 扩 增 重 复 性 好 ，。 吉 4 -1 ff 4 - 2 是 Cheiex - 100 与 
Chelex - 100 WER EME. 


4-1 Chelex- 100 与 Chelex - 100 R 8 R HZ DNA 在 FES/FPS 基因 座 的 扩 增 结果 比较 














I PK 裂解 液 加 Chelex — 100 提取 
载体 Chelex - 100 HE R pren mex 
烟头 * + ~ I + 7 
I 级 十 十 十 
KH + + + 
毛发 十 十 十 
树 皮 - + + 
尼龙 十 + + 
绿色 软 纸巾 十 + + 
H 3k 3 rl! + + + 
白色 棉花 + + + 
有 人 色 棉 花 + + + 
黑色 斜纹 布 - t t 
绿色 棉布 + + + 
BERA + + + 
仿 皮革 - + + 
HEFE + £ + 


黑色 丝绸 + ñ , 
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囊 4-2 提取 体积 对 Chelex - 100 与 Chelex - 1007v 硅 藻 法 提取 DNA 的 扩 增 结果 影响 比较 














Chelex — 100 Chelex - 1007 FË X E 

载体 -—— 

lgl 2 Sul lpl Zul Spl 

| 烟头 - p - + + + 

纸 一 十 + + + + 
木材 - + - + + + 
毛发 一 十 十 + + + 
BE - - - : + - 
EÈ - + - + + + 
绿色 软 纸巾 - + - + + + 
白色 坎 纸 巾 - + - + + + 
A E TE - + - + + + 
有 人 色 杭 花 - - - + + + 
黑鱼 斜纹 布 - - - + + + 
zR EH A 一 + - + + + 
黑色 棉布 - - - + + + 
仿 皮革 一 - - + + + 
HEFE 一 + 一 + + + 
黑色 丝 网 - + 一 + + + 





+ 袁 示 得 到 较 好 扩 增 ，- 老 示 没有 得 到 扩 增 


7. 硅 珠 DNA 提取 法 

TEK DNA 提取 法 原理 与 固 相 法 类 似 ， 在 高 浓度 的 硫 氰 酸 股 的 存在 下 ，DNA 被 二 氧化 
健 特 异性 地 吸附 ; 被 吸附 的 DNA ERAMAILE F., DNA 又 从 二 氧化 硅 中 释放 出 来 。 
琉 氰 酚 豚 是 高 性 能 的 蛋白 变性 剂 ， 可 以 使 性 白质 与 DNA 分 离 ， 在 硅 珠 吸附 前 高 速 离 心 可 
以 将 变性 的 蛋白 质 等 不 溶 物 除去 ， 吸 附 后 的 漂洗 可 将 溶液 中 的 PCR 抑制 物 除去 。 因 此 提 
取 的 DNA 比较 纯 ， 回 收 率 高 ， 可 以 从 0.5p] 的 血液 中 提取 到 足以 进行 PCR 反应 的 DNA. 

(1) 试剂 

汲 附 剂 ，12g GuSCN 深 于 10ml O.1mol/L Tris - HCl (pH6.4), 0.8ml 0.5mol/L EDTA, 
0.5ml Triton X100 

漂洗 剂 : 12g GuSCN H F 10ml 0.1mol/L Tris - HCI (pH6.4) 

ERER: 0.06g Silica ET 1ml 无 菌 超 纯 水 中 。 

TES: 1ml lmol/L Fris (pH8.0), 2ml 5mol/L NaCl, 2ml 0.5moi/L (pH8.0) EDTA, 95mi 
无 菌 超 纯 水 。 

(2) 方法 

Fi -dul ARMAS A 100l TES 和 201 二 二 烷 基 了 肌 氨 酸 钠 的 0,.5ml ALE, A 
smin， 旋 泗 混 合 10s; 再 加 入 30061 吸附 液 ， 旋 涡 混 合 5s， 再 加 入 20pl ERR R, MEIR 
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混合 5s， 室 温 放 置 10 ~ 15min， 施 滴 混 合 5s, 12 000r/min 离心 30s， 去 上 清流 。 沉 证 物 加 
人 20081 漂洗 液 ， 充 分 县 浮沉 证 物 ，12 000rmin 离心 308， 去 上 清 液 ， 重 复 漂 洗 一 次 。 沉 
证 物 用 70 多 乙醇 漂洗 2 K, ELAR, 56H E lOmin; 加 人 60p] TES, HARA 308, 56% 
保温 10min，12 000r/min 离心 10min， 取 1 ~ 2081 上 清 液 直接 进行 PCR 反应 。 

8. 碱 裂 解法 提取 DNA 

利用 0.2molAI, NaOH 发 解 细胞 ， 然 后 用 0.04molTL Trs- HC (pH7.5) PH, 8C, 
上 清 液 可 以 直接 用 于 PCR 扩 增 反应 。 不同 种 类 的 细胞 ， 其 0,2molAl, NaOH 处 理 时 间 和 温度 
有 所 不 同 ， 详 细 的 提取 方法 分 述 如 下 : 

(1) 全 血 — BX Sel bú 5 5001 AARS, 12 000r/min 离心 1min， 收 集 沉淀 ， 
在 沉淀 中 加 入 20l 0.2mol/L Na0H， 室 温 下 放置 5min 提取 DNA, JADI 18061 0.04mol7L, 
Tris ~ HCL (pH7.5) 中 和 和， 提取 液 可 以 直接 用 寺 PCR 反应 。 

(2) WR 取 相 当 于 含有 Sad pR MAILR, JA 2061 0.2mol/L NaOH, IEE A R 
hk kaa 7s°C F AE Smin 提取 DNA, AM 180#1 0,04mol/L Tris- HCL (PH7.5) 
中 和 ， 提 取 渡 可 以 直接 用 于 PCR 反应 。 

(3) 精液 ”向 la 精液 中 加 入 2021 0.2mol/L NaOH, AWA- ROE, MEERE, 
75 各 下 保温 30min 提取 DNA, JAI 18001 0.04molL Tris- HCL (pH7,5) PA, RAI 
A EH F PCR 反应 。 

(4) 精 疼 ” 取 相当 于 会 有 1xl 精 沪 的 精 误 ， 加 入 20ul 0.2mol/L Na0H， 保 证 所 有 载体 
HEAR RG, 750TA E 5min 提取 DNA， 然 后 加 180p] 0.04mo/L Tris- HCL (pH7.5) 中 
和 各， 提取 液 可 以 直接 用 于 PCR 反应 。 

{5) 口腔 表皮 细胞 在 室温 空气 中 防 于 口腔 拭 子 ， 加 人 2061 0.2mol/L Na0H， 人 和 保证 所 
有 载体 被 城 洲 滚 混 泡 ，75 站 下 放置 10min 提取 DNA， 然 后 加 18061 0.04mol/L Tris- HCI 
《pH7.5) 中 和 ， 提 取 液 可 以 直接 用 于 PCR 反应 。 

4.1.6 DNA 提取 方法 的 评估 

法 医 DNA 提取 方法 的 好 坏 评估 指标 : 一 是 DNA 产量 ， 二 是 DNA 的 质量 ， 三 是 DNA 
的 纯度 。 此 外 操作 的 繁复 程度 。 实 际 应 用 是 否 可 行 及 费用 也 都 是 被 考虑 的 因素 。DNA 的 
质量 常常 比 DNA 产量 更 重要 。 提 取 的 DNA 适宜 二 下 一 步 分 析 并 获得 良好 的 结果 是 选择 所 
取 方 法 最 重要 的 标准 。 . 

不 同 的 提取 法 ， 所 获得 DNA 的 量 和 质 不 同 ， 费 用 也 各 不 相同 ,， 表 4~3 和 表 4~4 为 
各 种 方法 的 比较 。Cattaneo (1997) HEADE OS ERARE DNA 提取 部 分 介绍 )、 
乙酸 钠 和 磁 珠 法 提取 陈旧 DNA 进行 了 比较 ， 结果 发 现 : 提取 的 DNA 扩 增 成 功率 最 高 的 为 
玻璃 奶 法 {65%)， 其 次 是 乙酸 钠 (55%)， 最 后 为 磁 珠 法 (37%)。 而 提取 的 DNA BE É Z, 
酸 负 (256pg“ml) 比 玻璃 奶 法 (86pg/ml) 多 。 玻 璃 奶 法 扩 增 效果 好 的 原因 可 能 是 其 能 有 
效 地 去 除 PCR 抑制 剂 。 
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家 4-3 不 同 DNA 提取 方法 的 DNA 产 率 的 比较 











提取 方法 方法 原理 平均 产 率 (ng) 范围 平均 产 率 ing} E| 

有 机 有 机 “Centricon 1352 i00- 2100 730 280 ~ 1140 
Chelex 离子 变换 树脂 2280 POO ~ 3200 1840 800 ~ 2400 
Definitive TAM ND ND ND ND 
Dynabeads 生物 磁性 930 600 ~ 1200 105 38 - 190 
Qlñamp TE REHA 1150 500 ~ 1050 — 260 60 ~ 500 
READY - Amp 离子 交换 树脂 725 400 =- 1050 — 570 400 ~ 900 
Wizard 吸附 90 15 ~ 300 270 30 ~ 600 





注 : DNA 的 产 率 来 自 25ml Ú NR BE (1 38 B) ND: 不 能 确定 


天 4-4 不 同 DNA 提取 方法 的 DNA 扩 增 率 、 时 间 与 费用 的 比较 
ERAH PRES PRE PEED PARE ”整个 时 间 PTH 转 称 步 邓 DRE 





率 { 全 血 ) (L) (fL a OWE )b e(h) 间 dth) 数 e 费用 (USA) 

有 有 机 3⁄3 + 4⁄4 + 4.78(5.5) 1.6(1.5) 3 4.5 

Chelex 4⁄4 + 4⁄4 + 2.5 1.6 Ü 0.02 
Definitive 0⁄4 一 0⁄4 一 0.75 0.6 Ü 1.5 
Dynabeads 4⁄4 + 2⁄4 * 20(2.5) 1.92.0) 1 1.9 
QlAamp 3⁄4 £ 3⁄4 £ 1.5(2.0) 1.016) 2(3) 3.9904.5) 
READY - Anp 4⁄4 ++ 4⁄4 ++ 2.0 1.6 0 2.5 

Wizard 3⁄4 £ 0⁄3 一 4.5 3.3 I 2.5 


a) 扩 增 成 功 数 /分 析 数 

b) 扩 增 效果 : -没有 带 ，+ 较 险 ，+ 强 ，+ + 很 强 
e) 总 时 间 指 的 荐 每 一 提取 程序 所 沉 的 总 时 疗 

d) 涪 T 作 时 亲 措 的 足 提 取 过 程 中 实际 操作 所 花 的 时 闻 
s) 不 包括 取 血 步 坚 ，{) 内 的 为 血 闵 的 时 间 与 步 束 




















在 实际 案件 检验 中 常用 的 DNA 提取 方法 主要 是 有 机 提取 法 与 Chelex - 100 提取 法 。 下 
面 各 类 检 材 提 原 主要 介绍 这 两 种 方法 的 提取 。 


4.2 各 种 检 材 DNA 提取 


4.2.1 试剂 

(1) 2x REMA - Triton X- 100 细胞 裂解 液 : 0.64mol/L REAT, 0.01mol/L MgCl, 20mmol/ 
L Tris- HC1 {pH7.6), 1% Triton X - 100, 4% RF 

(2) EDTA - Na, 提取 液 : 75mmol/L NaCl, 24mmol/L EDTA - Na, (pH8.0), 4CRE 

(3) 10%SDS, ZRA 

(4) EARS: TERM 179C 3. JH 8 - HAERERE m, AFER 
BJ 0.8mol/L Tris- HC (pH8.0) 平衡 至 上 层 水 相 pH 38 8.0, 4 各 闭 光 保 存 、 备 用 

(5) 3mol/L NaC1， 生 理 盐水 《0.9 驼 ) 

(6) TE 缓冲 液 : 10mmolL Tris- HCL (pH 8.0), Immol/L EDTA 

(7}》 无 水 及 70% Z, ÉZ 
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(8) 20% É 5% Chelex — 100 

(9) 和 蛋白酶 K (Proteinase K); 2mg/ml 或 10mg/ml 

(10) TNE: lOmmol/L Tris- HCL (pH8.0), 10mmol/1. EDTA, 100mmol/L NaCl 

(11) 5x 精子 DNA 提取 液 : 50mmol/L Tris - HCI (pH8.0), 50mmoel/1, EDTA (pH8.0), 
500mmol/L NaCl, 10%SDS, 195mmol/1, DTT 

(12) 0.4mol/L DTT 

4.2.2 有 机 提取 法 提 记 各 类 检 材 DNA 

1. 血液 

(1) 3ml EDTA - 抗 凝 血 ， 加 入 等 体积 型 解 液 ， 剧 列 振 落 ， 使 细胞 有 裂解， 溶液 旦 透亮 状 


(2) 3 000 ~ 5 000r/min 离心 15min, AREI, kE, H 3ml 生理 盐水 洗 净 沉 
证 ,3 000 ~5 000r/min 下 离心 15min， 收 集 沉 淀 ， 如 盯 此 时 沉淀 仍 带 有 红色 ， 再 反复 用 生 
理 盐水 洗 沉 淀 ， 直 至 沉淀 星 无 色 。 

(3) JMA 1.5m EDTA - Na, ERR, 悬浮 沉淀 ， 并 反复 吹 打 ， 使 沉淀 分 散 开 来 。 

(4) 加 入 1710 体积 10 免 SDS$， 使 其 最 终 深度 为 1%， 混 匀 。 

(5) 加 入 1720 体积 2mg/ml PK，( 最 终 浓度 100pg/ml)， 混 名 圭 11， 丁 37 和 水 温 保 
温 4h。 

(6) 向 溢 液 加 入 等 体积 的 饱和 酚 ， 以 上 下 皮 复 颠 俐 试管 方式 汇 匀 液体 ， 将 管内 溶液 混 
合成 乳 状 液 。3 000 ~ 5 000r/min 下 离心 5min， 此 时 溶液 分 成 三 层 ，DNA £ 6 BJ E 2 k E 
中 ， 中 冶 白 色 混 济 层 为 变性 蛋白 质 。 如 果 PK 水 解 重 白质 彻底 ， 此 层 物 质 就 会 变 得 少 些 ， 
最 下 层 带 宰 或 黄色 的 是 酚 层 。 

(7) 转移 上层 水 溶液 到 一 干净 管 中 。 为 增加 DNA 回收 量 ， 可 以 在 有 机 相 中 可 入 等 体 
$H TF 溶液 (pH7.8)， 充 分 混 匀 后 ， 离 心 ， RREK, 与 第 一 次 抽 提 的 水 相合 并 。 

(8) 如 入 1⁄2 体积 的 酌 和 1⁄2 体积 的 氯仿 ， 混 名。3 000 ~ 5 000r/min 下 离心 Smin。 如 
果 水 相 层 和 有 机 层 的 界面 不 甚 清楚 ， 说 明 其 中 含 重 扬 质 较 高 ， 可 采用 多 次 酚 / 氯 仿 溶液 抽 
E, 并 可 适当 加 大 离心 速度 和 或 延长 离心 时 间 。 此 步 中 可 以 加 少许 异 戊 醇 ， 目 的 尾 减 少 蛋 
白质 在 变性 操作 过 程 中 产生 气泡 。 

(9) 转移 上 层 水 溶液 到 另 一 干净 管 中 ， 加 入 等 体积 的 氯仿 混 义 ，3 000 ~- 5 000r/min Ë 
心 5mins 

(10) 转移 上 野 水 溶液 到 另 一 干净 管 中 ， 加 入 1⁄10 体积 的 3mol/L Nacl 轻 轻 混 勾 ， 加 
入 2.5 倍 深 液体 积 的 冰冷 ( -20 乞 保存 的 ) 无 水 乙醇 ， 混 义 ， 沉 淀 DNA. 

(11) 10 000vmin 离心 5min， 收 集 流 淀 ， 用 70 旬 乙醇 洗 去 DNA 中 的 盐 ，5 000:/min 离 
心 5min， 除 去 液体 ， 真 空 抽 于 DNA 5min, Z DNA 成 无 色 透 明 状 OE: 干燥 时 间 随 使 用 真 
空 度 变 化 ， 或 长 或 短 )。 

(12) 加 适量 (50 ~ 100p1) TE 缓冲 液 溶解 DNA, MAGRI DNA 溶液 于 4 和 保存 。 

或 在 等 体积 酚 - 氯仿 ， 氛 仿 抽 提 后 ， 将 上 清 滚 转移 到 Centricon30 (Amicon，Inc, ，Bev- 
erly, MA) 超 滤 管 中 ，2 500r/min 离心 25min， 用 2m 无 菌 水 冲洗 截留 液 ，2 500g 离心 
25min, ER 3K, HURE DNA 溶液 中 的 SDS、 盐 和 一 些 杂 质 ， 纯 化 DNA. 
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2. 血 斑 

(1) 将 血 斑 前 入， 名 和 适量 TNE 浸泡 底 物 ，TNE 的 体积 以 底 物 全 部 浸 湿 ， 底 物 表 面 
MIERI 1 ~ 2mm 左右 高 度 的 TNE AREA, MA 1710 体积 的 10% 5DS 和 1⁄20 体积 的 PK 
(2mg/m) 使 终 浓 度 分 别 为 1 多 和 100pgAml，37 爷 保温 3 小 时 。 

(2) 用 套 管 法 离心 (5 000r/min 离心 Smin) 除去 载体 底 物 。 有 具体 操作 方法 : 将 底部 带 
小 孔 的 小 管 套 在 无 小 礼 的 管 上 ， 将 浸泡 好 的 载体 太 深 液 加 人 人 带 孔 的 管 中 ， 离 心 分 离 深 液 与 
载体 物 。 也 可以 不 用 除去 载体 ， 雇 接 加 酚 抽 提 。 

(3) KERR, AE- 氮 仿 抽 提 ， 以 下 步骤 同 4.2,2.1 血液 样 筑 (6) ~ (11)。 

皮草 、 木 头 或 塑料 制品 上 的 血 痕 最 好 转移 下 来 进行 提取 ， 以 防止 这 些 载 体内 可 能 存在 
的 梅 抑 制 物 干扰 内 切 酶 或 Tad DNA 聚合 酶 活性 。 

3. 精液 OEE) 

(1) Hz 0.5m 精液 加 人 等 体积 生理 趟 水 ,洗涤 2~3 次 ，3 000r/min 离心 5min， 收 集 沉 
淀 物 ， 加 入 精子 DNA 提取 液 和 货 白 酶 Kk (REX 100ug/ml) E J, j 37 乞 水 浴 保 温 消 
化 3h. DNA 提取 及 溶解 过 程 同 4.2.2.1 血液 样品 (6) ~ (11). 

(2) MARERE DNA 

方法 同 4.2.2.2 h BERE M o 

4. 从 精液 和 阴道 分 泌 液 混合 斑 中 提取 精子 DNA 

(1) 精子 检查 : 取 少 许 检 材 经 邮 红 美 蓝 染 色 ， 于 旦 徽 锁 下 观 嵌 ， 确 认 精 子 的 存在 。 

(2) 将 带 有 精子 的 检 材 剪 碎 ， 装 入 1.5ml 离心 管 中 ， 加 Im TNF 于 37% RE 30min。 
然后 加 入 1710 体积 的 10% SDS FARREA., MEAM K ERRE 各 vg/m， 于 37 宛 保 
W 2h 消化 上 皮 细 胞 。 对 于 那些 需要 对 玄 性 阴道 上 皮 细 胞 进行 鉴定 的 物证 ， 加 TNE 后 先 在 
VECER 1 ~ 2h， 通 过 高 心 收集 细胞 ， 使 女性 上 皮 细 移 和 精子 等 细胞 先 与 载体 分 离开 来 ， 
此 时 不 要 加 SDS 和 PK。 然后 在 收集 的 细胞 中 加 SDS 和 PK 进行 分 步 提取 。 

(3) 将 消化 后 的 混合 物 按 血 斑 中 的 套 管 法 启 心 去 载体 ，3 000 ~5 000r/min 离心 15min， 
收集 流出 液 中 的 沉淀 物 。 

(4) 用 TNE 洗 沉 淀 物 ，3 000 5 000r/min 离心 15min， 重 复 此 步骤 一 次 ， 收 集 沉 演 物 。 

(5) 向 沉淀 物 中 加 入 精子 提 电 液 和 蛋白酶 下， 终 体积 为 30051, PK 终 浓 度 为 100pg/ 
ml, + 37 避 水浴 中 消化 3h。 

(6) DNA 抽 提 步 豫 同 4.2.2.1 血液 样品 DNA 提取 (6) ~ (11). 

消化 上 皮 细 胞 的 时 间 与 PK 用 量 根 据 检 材 所 含 上 皮 细 静 与 精子 的 情况 而 定 。 如 果 女 性 
HEBE, PKT Z 200pgym， 延 长 消化 时 间 ， 或 进行 二 次 水 化。 浸泡 和 消化 用 的 TNE 
也 可 以 由 燕 馏 水 或 磷酸 (PRS) ZIARE. 

5. 人 体 有 核 细 胞 组 织 

取 组 织 约 0.1g， 用 生理 共 水 洗 净 附着 的 血液 后 将 检 材 前 碎 ， 加 入 DNA 提取 缓冲 液 ， 
用 勾 状 器 研磨 ， 再 加 入 蛋白 酶 KK CARIE 200ngAml) 和 1710 体积 的 10% SDS, + 378 
化 3h。 随后 DNA 提取 步骤 同 4.2.2.1 血液 样品 (6) ~ (11). 

6. ER (E) 

同 血液 (PE). 
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7. ER. TÄ 

骨骼 、 牙 此 由 于 有 外 部 硬 组 织 的 保护 ， 因 此 能 够 抵抗 外 界 环境 的 影响 破坏 ， 使 其 中 的 
DNA 不 易 被 降解 ， 在 机 体 其 他 部 分 均 腐 败 或 炭化 的 情况 下 ， 仍 可 以 从 上 骨骼、 牙齿 中 提取 
到 DNA， 进 行 DNA 分 析 。 已 有 报道 从 数 千年 前 的 白骨 中 提取 到 DNA, 成功 地 进行 了 DNA 
Hi. ARETHA, PERRA REKSA DNA, ERARETO sa ar F B. W 
松 质 DNA S BE NE EH 10-20. ARRES 1.5 ~ 10ng DNA, ERAREMA O~ 
0.5ng DNA. ARERR., RERI, AR DNA 含量 有 所 不 同 - 因此 硬 组 织 DNA 提 
取 的 顺序 一 般 是 首选 骨髓 、 牙 做 ， 其 次 选择 骨干 帅 端 、 其 他 上 骨 松 质 下 富 的 部 位 ， 最 后 选择 
肯 密 质 部 分 。 骨骼 DNA 提取 常 采用 脱 钙 与 非 脱 钙 两 种 方法 ， 脱 钙 与 再 ， 虽 不 影响 PCR 扩 
增 结 果 ， 人 得 不 脱 钙 骨 的 DNA EH E E IK P B) WI TP, 

通常 现场 提取 到 的 骨骼 、 牙 具 标 本 都 是 长 期 处 于 外 界 环 境 中 的 ， 存 发 现 、 采集 及 送 检 
过 程 中 ， 可 能 受到 一 些 污染 ， 得 旬 这 类 标本 首先 要 进 行 清洗 。 具 体 做 法 是 将 标本 用 水 冲 
洗 ， 手术 刀 刊 净 骨 块 或 牙 肯 表面 物 ， 再 用 水 洗 干净 、 十 燥 ， 紫 外 光 (254nm) AT 1.5h。 
此 步 旨 在 除去 检 材 外 表 的 各 种 污染 物 ， 以 及 在 物证 的 发 现 和 提取 过 程 中 的 污染 。 

(1) BË DNA 提取 

新 鲜 骨 头 ， 采 集 骨 髓 0.5 - z, ATAA, WE, IMA Iim TNF 缓冲 液 ，1710 体积 
的 10%SDS 和 1⁄20 体积 的 PK (AIRI 100ng/ml) 混 匀 ，56 和 保温 过 夜 ， 以 后 同 4.2.2.1 
血液 样品 (6) ~ (11) 步骤 。 

(2) 上 骨 松 质 样品 DNA 提取 

以 手术 刀 乔 净 上 骨骼 和 和 牙 肯 表 面 拍 物 后 ， 再 用 温 热 水 冲洗 两 次 ， 紫 外 光照 射 1h。 然 后 
用 锤子 将 牙齿 砸 成 粉末 ， 或 用 电钻 取出 骨 松 质 ， 并 将 其 用 研磨 器 进一步 磨 碎 。 

方法 1: 

取 上 骨 或 牙齿 粉末 约 28， 放 人 5ml 的 试管 中 ， 加 入 DNA 提取 缓冲 液 《10mmol/L Tris - 
HCl, pH8.0，10mmol/L EDTA, 100mmol/L NaCl, 2% SDS, 39mmol/L DIT) ARS, E 
MA 200g m EE FR 88 K, + 37 宛 保温 过 夜 ， 次 日 用 酚 和 和 氮 念 提取， 将 提取 液 置 Centricon 
100 中 ，2 500r/min 离心 15min， 留 下 浓缩 液 后 ， 加 1/10 体积 的 3mok/L. NaCl 和 2.5 倍 无 水 
乙醇 沉淀 并 置 - 20 亿 冰箱 过 夜 。 次 日 于 4 和 宛 下 13 000rvmin 离心 20min、 和 干燥， 加 4081 TE 
溶解 。 最 后 DNA 溶解 液 再 经 DNA clean — up 纯化 系统 。 

clean — up 纯化 DNA: 

(1) 在 DNA 溶解 液 中 加 入 Im Resin 【试剂 合 内 试剂 ) 混 匀 后 加 入 到 安装 有 纯化 柱 的 
sml 注射 器 ， 将 液体 缓慢 推出 。 

(2) 加 入 2ml 80% 异 再 醇 ， 将 液体 缓慢 推出 。 

(3) 取 下 柱子 于 13 000r/min 离心 208， 置 福子 室温 5~ I0min， 疝 柱 内 加 人 30ul TE, 
4E 5min, F 13 000r/min 离心 20s， 得 到 纯化 的 DNA 样品 ，4 乞 备用 。 

方法 2: 

(1) 取 骨 粉 来 约 2g WANEH, JA 2m 的 CTAB RÆ Wk (2% CTAB, 20mmol/L 
Tris- HCI, pH8.0, Immol/L EDTA, 1.4mmol/L NaCl, 0.2% 8 352 88), 2% HEB H 2 Bü 
AER, FPI E JER] Sm 的 试管 中 ， 再 加 人 lm 的 CTAB 提取 缓冲 液 于 旋涡 振 萝 器 上 充 
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TEJ, SFHR., 

(2) K AH ERRE mA ERIE p as EAR] 2min, E 65°CG2k3& Ih， 其 间 不 断 取 出 
EMERI st LERES 。 

(3) 将 样品 在 10 000rmin 离心 25min, EE ROP D A FAR RRR O: 
1), ZANEZ, F 10 000rmin 离心 10min, 保留 上 清 液 。 如 上 清 液 超过 2ml 体积 进行 下 步 
浓缩 ， 上 反之 则 不 需要 。 

(4) KERR A Centricon 100 F, 500r/min 离心 15min， 留 下 上 管 的 浓缩 液 。 重 复 此 
步骤 ， 直 到 提取 液 爹 部 沙 缩 完 。 

(5) 将 浓缩 液 与 QIAquick™ PCR 纯化 试剂 盒 中 的 5 倍 体 积 的 PR 溶液 混 久 ， 直 接 放 在 
试剂 盒 提供 的 纯化 柱 上 ， 于 台式 离心 机 中 13 000r/min 离心 Imn, LATEA. EA 
步骤 直到 液体 全 部 过 完 柱 。 

(6) 加 750ul PE 溶液 (试剂 盒 )， 于 台式 离心 机 中 13 000r/min 离心 Imin, ZE FEA 
体 。 肯 以 同样 的 方式 离心 一 次 。 在 室温 挥发 Smin。 

(7) 将 柱子 旅 在 一 干 兆 的 1.5m 试管 二 ， 取 30 或 5021 EB ARA CAAS) 加 到 柱子 
上 ，70 人 放置 10nin， 于 台式 离心 机 中 13 000r/min 离心 1min， 收 集 下 层 液 。 

(8) 收集 的 下 屋 液 置 于 Centricon 100 中 进一步 深 缩 ， 方 法 同上 。 浓 缩 渡 4 乞 保 存 。 

对 于 条 件 较 好 的 骨骼 加 3021 的 EB 溢 液 一 次 即 可 ， 也 不 需 租 浓缩。 对 于 条 件 不 好 的 骨 
B. II 50.1 的 EB ARITE, 70C E 10min， 于 台式 离心 机 中 13 000r/min 离心 
Imin, Æ FZR. HH 50u 的 EB 溶液 到 柱子 上 ，70 乞 放 管 10min， 于 台式 离心 机 中 
13 000rzmin 离心 1min， 收 集 下 层 液 。 两 次 的 液体 合并 ， 用 microcon100 或 Centricon 30 进 一 
步 浓缩 。 

(3) 牙 艇 样品 DNA 

牙齿 的 牙 髓 腔 内 含有 牙 苯 ， 有 血细胞 和 淋巴 细胞 等 ， 是 提取 牙齿 DNA 的 最 好 部 位 。 

牙齿 用 水 洗 净 ， 用 干净 讽 菌 饥 将 牙 纵 面 锡 开 ， 或 用 干净 纸 包 好 牙齿 ， 用 锤子 错 牙齿 ， 
EFFERRE. KAFET REA, ALADE RDA REF, MA 5001 
TNE (0.01mol/L Tris - HCL pH7.$，0.1molL NaCi, 0.0lmol/I EDTA), SDS #2 W PE 39 
2%, WMA PK 使 终 浓度 为 100ug/ml , S6C RR, A FE 4.2,2.1 血 被 样品 (6) ~ 
(11) PR. 

(4) 象牙 质 中 DNA 

中 用 政 科 工 具 将 牙 纵 向 断裂 ， 切 成 厚 imm 的 切片 AEUR, RTRT. 

包 象 牙 质 用 无 落水 超声 波 10min， 洗 净 后 用 0.5mol/l EDTA 于 室温 下 脱 钙 2~7 天 。 

合 脱 钉 后 的 象牙 质 加 入 1ml TNE 加 SDS 和 PK 使 最 终 浓 度 分 别 为 2 品 和 100pg/ml， 慢 
慢 搅拌 均匀 ，56 乞 保温 过 液 ， 以 下 同 4.2.2.1 血液 样品 (6) ~ (11) PR, 

对 于 较为 陈旧 的 骨骼 ,或 将 标本 研 俯 成 粉 未 ,或 用 牙科 外 将 骨 和 销 成 粉 。 称 取 300mg, 
WT 1.5ml 0.5mol/L EDTA (pH3.3)， 室 温 下 振荡 48h 脱 钙 ， 以 较 长 时 间 保 持 均 名 湛 合 状 
态 以 便 充 分 吸收 骨粉 中 的 无 机 盐 ， 使 包围 在 其 中 的 有 机 成 分 稀释 出 来 ，12 000r/min 离心 
取 上 清 液 。 脱 钙 也 可 以 在 和 0 和 脱 钙 12h。 

肯 、 政 等 硬 组 织 样品 DNA 提取 注意 点 ， 中 留意 样品 腐败 状态 ， 在 肯 艇 腐败 情况 下 ， 
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不 可 能 提 到 骨 骨 DNA, Em, MAHARA RE. RERA, ABA. LRE STE imh a 
TEM. CHRE DNA 随 死 后 时 间 加 长 而 减少 ， 一 般 干 燥 状 态 下 你 存 时 间 较 长 的 白骨 也 
能 得 到 DNA， 水 中 或 土 中 放置 1 ~ 3 个 月 时 间 也 能 得 到 DNA， 但 时 间 再 长 ,很 难得 到 
DNA。 腐 败 牙齿 、 烧 死尸 体 的 牙齿 (由 于 加 热 }， 几 乎 提 不 到 DNA. 

上 骨 骨 或 牙 髓 DNA 提取 的 也 可 以 用 Chelex - 100 方法 ， 详 见 Chelex - 100 R F RA Ë 
骨 部 分 。 

8. 甲醛 固定 组 织 

TE ERBIO 是 法 医 或 医院 保存 组 织 标本 的 常用 防腐 剂 ， 它 深入 细胞 ， 使 细胞 膜 
蛋白 变性 ， 并 使 DNA 与 核 蛋白 结合 。 从 甲醛 固定 组 织 提 取 DNA， 关 键 是 破坏 已 变性 的 细 
BEEK, HF DNA 与 核 蛋 白 之 闻 的 连接 ， 使 DNA 恢复 自由 状态 。 研 究 发 现 , 适当 提高 
温度 ， 有 利于 打开 DNA 与 核 重 白 之 间 的 连接 。 

提取 操作 : 前 取 甲 醛 固 定 的 组 织 如 肌肉， 用 蒸 饮水 冲洗 2~-3 次 ， 以 无 菌 前 刀 或 刀片 
弄 碎 或 冰 水 浴 匀 次， 用 2x 坊 精 - Triton X - 100 RAAE (0.6mol/L R9, 0.02mol/L Tris - 
HCL, pH8.0, 0.01mol/L MgCD ，2 和 名 Triton X - 100) 清洗 ，3 000vmin 下 离心 5min， 收 集 
沉淀 。 在 沉淀 中 加 入 1.5ml TNE (0.5mol/L Tris - HCH, pH8.0, 0.02mol/L EDTA, 0.01mol/ 
L NaCl), 32 J, MA 10%5SDS 和 蛋白酶 K ， 使 终 浓 度 分 别 为 1 名 和 200gm, 48 CK 
温 486， 如 果 观 察 溶 液 仍 有 许多 不 溶 物 ， 可 增加 SDS 和 PK 或 延长 时 间 。 以 下 步骤 同 
4.2.2.1 血液 (6) ~ (11) zF. 

甲醛 固定 组 织 DNA 的 提取 ， 关 键 是 要 把 甲醛 去 除 干净 。 甲 醛 使 DNA 变性 ， 因 此 甲醛 
固定 的 组 织 很 难得 到 高 分 子 DNA。 

9. Di aA 

(1) WAED k EAHA pk A. 1.5m 的 Eppendorf FP, JH A. Im STE #& 【10mmolL 
Tris- HCI, pH7.5, 100mmol/L NaCl, Immol/L EDTA), Æ 720k 10min, 插入 吸水 滤纸 
条 ， 将 浮 蜡 及 STE 吸 干 ， 再 加 入 m STE， 反 复 多 次 ， 至 石蜡 除 净 。 或 用 二 甲 芋 脱 蜡 ， 具 
体 方法 将 在 4.2,3.12 提取 部 分 介绍 。 

(2) 将 组 织 研 磨 成 悬 液 ， 加 EDTA - Na ERW Im, WM SDS 和 重 白 酶 天 至 终 浓 度 1% 
和 100xg/ml， 置 37 CJ KS Di 4h 或 过 夜 。 

(3) 以 后 酚 - 氢 仿 抽 提 同 4.2.2.1 血液 样品 (6) ~ (11). 

10. A 

鼻涕 样品 DNA 提取 同 4.2.2.2 血 斑 样品 方法 ， 只 是 将 消化 液 中 的 SDS 改 为 月 桂 酰 钠 ， 
其 他 相同 。 

4.2.3 微量 检 材 DNA 提取 

1. 血液 

(1) H4 ~ 10u EDTA fiM, WME] 0.5ml 离心 管 中 ， 再 加 人 500 KAR RK, EA 
RE. EH F MCOEE l5mn, 

(2) 13 000r/min 下 离心 3min， 去 上 清 液 ， 收 集 沉淀 ， 上 反复 用 无 菌 蒸馏水 洗 兆 白细胞 
沉淀 物 ， 直 至 无 色 或 血色 案 很 少 。 

(3) 加 入 200pl 5% Chelex - 100 洲 液 (5% Chelex 为 悬 间 液 ， 使 用 前 要 振 播 悬浮 Chelex 
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BR., EAR i EI 7 Ep, 56% RB 30min RER, WA 7s, 100CM 8min 后 ， 
剧烈 振荡 7s, 13 0D0r/min 下 离心 3min， 以 沉淀 Chelex 颗粒 ， 上 清 液 可 用 于 PCR 反应 或 者 
ACF 

2. WE 

(1) IÑ 0.5em 的 血 痕 加 到 小 离心 管 中 ， 加 人 500.1 AARE. HARA., 338 TFA 
置 1$min 。 

(2) 13 000r/min 下 离心 3min， 去 [- 清 液 ， 收 集 沉 证 ， 反 复 用 无 蓝藻 饮水 洗 净 白细胞 
沉淀 物 ， 直 皇 无 色 或 血色 素 很 少 。 载 体 相 需要 去除， 始终 和 留 在 离心 管内 。 

(3) 以 下 步骤 同 4.2.3.1 血液 (3). 

3, RAMA 

按 差异 裂解 分 离 法 处 理 除 去 湿 合 斑 中 下 皮 细 胞 ， 干 净 的 精子 沉淀 物 用 200.1 5% Chelex 
溶液 悬 溯 ， 加 DTT 和 PK 至 终 浓度 分 别 为 0.039molWL 和 100pngrml， 在 旋涡 振 落 器 上 振 葛 7 
各 锦 ，56 亿 保温 过 赣 ， 振荡 7 秒 钟 ，100 亿 保温 8min 后 ,剧烈 振荡 7 秒 钟 ，13 000r min 下 
离心 3min， 以 沉淀 Chelex 颗粒 ， 上 清 液 用 于 PCR 反应 或 者 4 信保 存 。 

4. ii (BE) 

唾液 ( 斑 ) 样品 的 Chelex 法 处 理 同 4.2.3.2 IBE. 

5. 烟头、 口香糖 和 其 他 含有 检 材 的 睡 液 斑 

(1) 烟头 ”以 干净 无 菌 久子 夹 住 烟头 ， 用 干净 无 兰 的 六 刀 前 下 烟头 外 圈 的 纸 ， 并 前 售 
放 人 0.5m 的 离心 管 中 ， 加 入 5DDel 无 菌 水 洗 烟 头 纸 ，13000r/min 离心 3min， 去 上 清 ， 在 
收集 的 沉淀 中 加 入 200 5% Chelex - 100 AIR, 56 C 8 E 30min 成 更 长 时 间 ，100 乞 保温 
8min, MIZURI 7s, 13 000r/min 离心 3min， 上 清 液 可 以 直接 用 于 PCR 分 析 。 

(2) 口香糖 ”将 口香糖 剪 碎 ， 放 人 0.5ml 的 离心 管 中 ， 加 入 500n 无 菌 水 洗 口 香 糖 ， 
13 000r/min 离心 3min， 上 法 上 请 ， 在 收集 的 沉淀 物 中 加 入 20081 5% Chelex - 100 $F W, 
56 和 保温 30min 或 更 长 时 间 ，]100 亿 保温 8min， 剧 烈 振 划 7s, 13 000r/min 离心 3min， 上 清 
液 可 直接 用 于 PCR 分 析 。 

(3) 其 他 含有 唾液 斑 的 检 材 如 邮票 、 信 封 等 DNA ERA 4.2.3.5 (1) 烟头 。 

6. 毛根 

前 取 毛 发 的 毛根 部 分 5 ~ 10mm， 置 于 1.5ml 离心 管 中 ， 加 入 20081 5% Chelex - 100 和 
21 10mgzml EHME K, 560R (EP 6h), MAUR 5 ~ 10s, KE 8min， 再 剧烈 
振 水 5 ~ 10s, 13 000r/min 离心 2~ 3min, W 20p] 上 清 液 用 于 扩 增 反应 。 

7. 其 他 有 核 组 织 

取 冷 冻 组 织 少 许 ， 研 碎 ， 用 生理 盐水 洗 去 附着 在 组 织 上 的 血 ，5 000rmin 离心 Smin, 
A RAR: 用 20081 5% Chelex - 100 & FULE, I 2al 10mg/ml EGES K, 56% 保温 过 夜 
(E/P 3hr) ， 剧 烈 振 划 5 ~ 108， 沸 水 者 8min， 再 剧烈 振东 5~105，13 000r/min 离心 2~ 
3min, IK lal 上 清 液 用 于 PCR 反应 。 

8. 尿 液 

隶 波 中 含有 一 些 脱 落 的 上 皮 细 胞 ， 男 性 尿 液 中 有 时 会 含有 一 些 精 子 ， 世 含量 较 少 ， 
DNA 含量 低 ， 一 般 男性 尿 液 DNA 最 为 4~ 60ng/ml， 交 性 为 14 ~ 200ng/ml。 灰 滚 成 分 复杂 ， 
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含有 一 些 DNA 降解 物 ， 室 温 保存 7 天 则 无 法 进行 DNA 检验 ， 在 尿 液 中 加 EDTA 可 以 提高 
DNA 的 回收 率 。 

提 到 操作 : 取 尿 液 1 ~ 5m, 1 500r/min 离心 15min， 收 集 沉 党， 去 上 清 。 沉淀 中 加 
0.3ml NaCl, £B. 13 000rmin 离心 Smin， 收 集 沉 渣 。 然 后 加 20051 5% Chelex - 100 £ #Ë 
Wk. 56C 30min 或 更 长 时 间 ，100 保温 8min， 剧 烈 振 划 7s, 13 000rmin 离心 ， 上 清 
液 可 用 于 PCR 分 析 。 

9. 羊水 

取 100nl 羊水，15 000rmin 离心 3min， 弃 上 清 ， 加 入 20021 10% Chelex - 100 和 2⁄4 
l0mg/ml EAR K. E; 56 人 保温 30min; 高 速 振荡 5~ 10s, 15 000rZmin 离心 10 ~ 20s, 
沸水 者 8min， 高 速 振 萝 5~10s，10 000 ~ 15 000rmin 离心 2~ 3min， 了 到 上 上 清流 用 于 PCR 5 

或 用 碱 烈 解 法 提取 羊水 DNA: 到 羊水 1.5m, 15 000r/min 离心 3min， 弃 上 清 ， 沉淀 用 
TE Phi (l0mmol/L Tris — HCL, 1mmol/L EDTA, pH7.5) 洗涤 一 次 后 用 50561 裂解 液 
《0.1molL NaOH, 2meəl/L NaCl) 悬 序 沉 淀 物 ，100 蕊 保温 2min, 15 000rzmin 离心 3min, E 
清 用 于 PCR 反应 。 

10. 骨髓 和 政体 

按 4.2.2 中 骨骼 方法 处 理 骨 骼 和 牙齿 ,取出 骨髓 或 牙 髓 ， 研 个 的 牙 向 或 骨 骨 ， 加 入 
200pt 5% Chelex - 100 和 PK， 使 PK 终 浓度 为 100pg/ml，56 人 保温 过 夜 ， 振 功 7s，100 气 保 
M 8min， 振 荡 7s，13 000r/min 离心 3min， 上 清 液 用 于 PCR 反应 。 

H. 组 织 切片 

(1) 加 热 融化 封 片 的 树胶 ， 揭 去 盖 玻 片 。 

(2) 用 手术 刀片 将 切片 组 织 及 树胶 一 同 刊 下 ， 移 人 和 人 1.5ml 离心 管内 。 在 离心 管内 加 入 
200nl — H Æ, RARS, 10 000r/min 离心 Smin， 弃 上 清 。 在 沉淀 中 加 人 200 无 水 乙醇 ， 
RHR, 10 000r/min 离心 Smin, FLF., BAEHR 

(3) 在 沉淀 中 加 入 1 滴 丙 酮 ， FE, E 56 和 温 治 中 ， 使 液体 完全 挥发 。 

(4) 在 处 理 后 的 切片 组 织 中 加 人 100d 消化 液 (50mmol/L Tris - HC, 10mmol/L NaCl, 
lOmmol/L EDTA, 0.5% Tween - 20) 及 281 10mg/m] PK, 2.501 209 SDS, HWS, 56% 
温浴 3h 后 ， 转 和 人 37 和 罗汉 12h AE, 95% 828 10min，10 000rmin 离心 smin。 上 清 用 于 
PCR 反应 。 

12. 石蜡 包 理 组 织 

用 手术 力 片 将 组 织 切 下 ， 移 入 1.5ml 离心 管内 。 在 离心 管内 加 入 Im C HS, ZH 
ÉB lh， 重 复 一 次 ，10 000r/min $Ù 5min, AEW. EUWE PIMA lml 无 水 乙醇 ， 振荡 混 
Sj, 10 000vmin 离心 5min， 弃 上 清 。 重 复 本 步骤 1 K, 室温 下 了 景 十 。 也 可 以 不 离心 ， E 
接 将 蜡 块 取出 。 

将 处 理 后 的 组 织 切 碎 ， 加 人 L10051 Chelex ~ 100 EFEM X 2pl 10mg/ml PK, 56H 3h 
E., IOOC 8min, 10 000rmin 离心 Smin。 上 清 用 于 PCR 上 反应。 

13. RES 

(1) 取 深 色 洁净 纸张 ,将 附着 有 头皮 悄 的 物品 置 于 其 上 上 ， 用 小 毛 刷 轻 删 。 
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(2) 将 收集 的 头 展 放 人 0.5m 离心 管内 ， 加 入 1041 38 32 88 38 (200mmol/L KOH, 
SOmmol/L DTT), 65% 温浴 30min, MA 1051 中 和 液 (900mmol¿L Tris - HC], pH8.3, 
200mmol/ E HCD, RAAG, EART PCR Ao 

头皮 导 中 有 核 细 胞 数量 受 生 理 状 况 影响 较 大 ， 因 此 有 些 头 导 中 能 够 得 到 DNA 分 型 结 
果 ， 有 些 则 不 能 。 

14. 省 潜 指纹 及 已 显现 指纹 

指纹 由 于 其 具有 个 人 认定 作用 ， 在 侦察 破案 中 一 直 爱 到 重视 而 成 为 现场 重点 被 搜集 的 
物证 ,在 遗留 指纹 的 细胞 成 分 中 同样 存在 有 DNA， 可 进行 DNA 分 析 。 

(1) 用 无 菌 水 将 小 块 脱脂 棉 稍 微 泪 湿 后 涂 氛 已 最 现 的 指纹 。 

(2) 将 浴 擦 的 棉 球 放 人 1.5ml 离心 管内 ， 用 lm 无 菌 水 浸泡 ， 室 温 放 置 并 不 断 搅动 。 
待 指纹 显现 试剂 从 棉花 上 充分 溶解 、 脱 落后 ， 取 出 棉花 。13 000r/min 离心 3min, AEW; 
沉渣 用 无 菌 水 清洗 ， 重 复 离心 步骤 3 K. PH 20021 5% Chelex - 100 充分 悬浮 560% 
治 30min, WERA, 1000H 8min， 充 分 振荡 。13 000rmin 离心 3min, EH Microcon 
-100 柱 过 滤 浓 缩 。 浓 缩 液 用 于 PCR 扩 增 。 

15. E FAHA DNA 

将 毛 干 前 成 约 3mm K., WA 0.5ml ACEP, HAKE HiK, Akihi 1 K, 
HÆKKAR, AFEA O0, 4mo/L DTT 溶液 3⁄1, 109%5DS 溶液 361, 2mg/ml SA 
E KIR Gul, EDTA - Na, 提取 缓冲 液 8d., EAE 37 忆 水浴 保 温 待 毛 千 深化， 大 约 需 
sh。 然 后 可 以 使 用 以 下 三 种 方法 之 一 进行 DNA 提取 处 理 。 

(1) 有 机 溶剂 法 : N 

将 毛 干 消化 液 以 等 体积 酚 抽 提 一 次 ,再 以 等 体积 的 1:1 混合 的 酚 : 氧 仿 抽 提 一 次 ， 最 
后 以 等 体积 的 握 仿 抽 提 一 次 ， 然 后 加 入 1710 体积 3mol/L 乙酸 销 和 2.5 售 无 水 乙醇 ， 混合 
后 -20 5 冷冻 th， 然 后 在 台式 高 速 离心 机 上 16 000r/min 离心 20min, A EJ Fd 70% Z, 
醇 冲洗 1 次 ， 凉 干 后 加 入 l0 TE 缓冲 液 备用 。 

(2) 玻璃 奶 法 : 

将 毛 干 消化 液 中 加 入 3 fB IK B Aa Ek AES, JM A 10ul 政 璃 奶 ， 混 名 后 室温 放置 
10min， 然 后 以 7 000rmin 离心 数秒 钟 ， 弃 上 清 液 后 加 人 25A 洗 脱 液 ， 混 匀 后 ，? 000r/ 
min 离心 数秒 钟 ， 重 复 两 次 洗 脱 ， 然 后 加 入 20pl TE 缓冲 液 ， 混 名 后 60 乞 保湿 10min， 
15 000g 离 心 数秒 钟 ， 收 集 上 清 液 备 用 。 

(3) Chelex - 100 法 

将 毛 干 消化 液 中 加 入 20021 20% Chelex - 100 38, 3E2J1ESS lmin J, AW gmin， 再 混 匀 
振荡 1min 后 ，12 000r/min 离心 3mim。 或 直接 将 洗 于 净 的 毛发 放 人 含 20061 5% Chelex ~ 100 溶 
MW h. Hü 0.4mol/L DTT 和 PK 使 终 浓 度 分 别 为 0.04molL 和 100pg/ml，56 史 保温 过 夜 ， 振 落 
数秒 ，100 各 保温 8min, WHAE, 13 000rmin 离心 3nain， 上 清 液 可 用 于 PCR 反应 。 

(4) PCR 缓冲 滚 处 理 法 

它 是 日 前 较 常 用 的 方法 。 具 体 方法 : 洗 王 净 的 毛 王 加 5061 1 x PCR 反应 缓冲 液 ， 
0.4metL DET 溶液 5，2mg/ml PK 溶液 53， 混 匀 后 56 乞 水 滩 保 温 待 毛 于 深化 ，13 000r/ 
min 离心 3min。 取 上 清 液 Sel 用 于 PCR 反应 。 
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16. 指甲 线粒体 DNA 

指甲 中 细胞 已 角 化 ， 很 难 提取 到 核 DNA， 但 存在 有 线粒体 DNA. 

提取 操作 : EE ERROK AEE 5min， 章 成 小 片 ， 用 刀片 刊 前 指甲 成 健 悄 片 可 以 加 
快 消化 ， 将 指甲 碎片 放 入 0.5ml 离心 管 中 ， 加 0.5ml 消化 液 《10mmol/L EDTA, 50mmol/L 
NaCl，2%SDS 【wxv))， 再 加 2081 Imol/L DTT, 1561 20mg/ml PK, 56C 4838 6h 或 过 仇 ， 再 
加 新 鲜 2051 1molAT, DTT，15p] 20mg/ml PK, 56 CHM 6h 或 过 夜 。 消 化 液 用 Microcon 100 过 
渡 ， 截 留 物 用 TBE (1mol/L Tris, 20mmol/L EDTA - Nas】 冲洗 3 次， Hz 40u 截留 物 用 于 扩 
增 。 

或 将 指甲 前 碎 后 ， 辣 4.2.3.12 毛 干 方法 处 理 提 取 DNA, 

17, 其 他 检 材 线粒体 DNA 

各 种 组 织 体液 细胞 线粒体 DNA 提取 方法 除 毛 下、 指甲 外 ， 基 他 检 材 均 辣 核 DNA 的 提 
到 方法 ， 只 是 对 于 血 痕 等 检 材 用 水 少 洗 几 次 ， 因 为 线粒体 存在 于 细胞 质 中 。 

18, PERF 

BERKE TALARA ER, A 0.5m 离心 管 ， 加 400A AAK, 
振荡 使 染料 尽 可 能 从 纱 线 中 脱落 下 来 溶 于 水 中 ，13 000rmin 离心 Smin， 收 集 沉 淀 。 如 果 
是 精 斑 的 染色 涂 片 ， 则 以 下 步骤 按 混 合 斑 检 村 提取。 如 果 是 其 他 细胞 的 涂 片 ， 则 可 按 白 绍 
胞 处 理 方 法 提取 DNA, 

19. 脱落 细胞 

按 隆 液 斑 的 提取 方法 提取 ， 如 Chelex - 100 或 碱 型 解法 提取 DNA. 

20. 大 便 中 DNA 

用 提取 泥土 中 DNA 的 试剂 盒 一 一 UltraClean soil DNA Isolation KitTM 《由 美国 加 州 Solana 
Beach 的 Mo Bio Laboratories 生产 ) 提取 大 便 中 的 DNA, 

4.2.4 提取 注意 事项 

(1) 酚 抽 提 时 如 果 上 清 液 太 粘 ， 不 能 和 蛋白质 分 开 时 ， 可 以 加 入 适量 TES (15mmoəl/L 
Tris pHS.0，15mmol/L EDTA pH8.0, 15mmol/L NaCl) 稀释 ， 然 后 再 用 酚 抽 提 。 

(2) 温浴 可 在 御 ~55 和 范围 内 进行 ， 亦 可 37 C ph , 

(3) 抽 提 DNA 时 动作 不 可 这 猛 ， 以 防 机 械 震 动 将 DNA 分 子 打 断 。 

(4) 沉淀 DNA 时 要 小 心 操作 ， 细 使 加 状 物 断 成 小 丝 。 

(5) 沉淀 DNA 时 ， 可 不 加 3mo/L 醋酸 钠 (pH5.2), 但 乙醇 溶解 部 分 小 分 子 的 DNA, 
影响 DNA 回收 率 。 

(6) 730 久 乙醇 外 至 离心 管 的 273 高 度 ， 为 防止 DNA 损失 可 用 旋 浊 振荡 器 稍 加 振荡 ， 
RER Fa een t PLS DNA。 经 70% Z REN DNA 沉淀 不 再 粘 存 管 辟 上 ， 因 此 去 上 
清 滚 需 特 别 小 心 。 

(7) DNA 溶 于 TE 时 可 先 浓 一 点 ， 发 现 太 浓 时 再 加 TE。 这 样 能 保证 DNA 样品 不 致 太 
稀 而 无 法 使 用 。 一 般 来 讲 ， 浓度 为 0.4~0.6pg/j HEARE., 

(8) 若 血 痕 极 稀薄 ， 可 减少 Chelex - 100 体积 ， 使 其 浓 庶 相 应 提高 以 达到 扩 增 所 需 模 
板 量 。 对 于 较 浓 的 和 面 痕 则 可 增加 Chelex - 100 体积 或 减少 血 痕 用 量 使 PCR 反应 体系 内 的 模 
板 基 达到 最 佳 ， 
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(9) 在 检验 混合 班 第 一 步 消化 离心 后 ， 涂 片 吕 微 镜 检查 。 若 视野 内 存在 一 些 上 皮 细 胞 
碎片 ， 没 有 完整 的 细胞 核 ， 属 正常 现象 ; 若 仍 有 完整 的 上 皮 细 胞 核 则 必须 重新 进行 细胞 差 
异 裂解 法 进行 分 离 。 

(10) 在 精子 量 极 少 的 情况 下 ， 加 和 人 冷 无 水 乙醇 可 能 看 不 到 户 状 的 DNA， 此 时 应 将 样 
品 置 于 - 20 宛 过 夜 ，10 000r/min 离心 10min， 倒 掉 上 清 即 可 看 到 管 底 沙 粒状 的 DNA 沉淀。 

(11) 名 桨 ， 研 磨 虽然 能 破碎 大 块 组 织 ， 以 利于 更 好 的 去 除 蛋 品质 ， 但 同时 也 会 肉色 
次 这 种 机 械 操作 使 DNA 受到 损伤 而 发 生 断 昏 。 因 此 应 尽量 温和 操作 ， 以 减 小 对 DNA 分 子 
的 剪 切 力 。 

(12) 酷 会 造成 皮肤 的 严重 烧伤 及 衣物 损坏 ， 所 以 凡 接 触 酚 的 时 候 必须 戴 手 套 、 穿 工 
作 服 。 操 作 应 在 通风 柜 中 进行 。 

(13) 实验 族 液 ， 如 酚 、 毛 仿 等 必须 用 专门 穿 器 收集 ， 统 一 处 埋 。 





4.3 DNA 浓缩 


4.3. 1 沉淀 浓缩 法 

DNA 屁 多 聚 黄 性 离子 的 水 溶性 化 合 物 ， 它 与 钠 、 钾 、 镜 形成 的 盐 在 许多 有 机 溶剂 中 
不 溶解 ， 但 不 会 被 有 机 溶剂 变性 ， 由 此 叮 从 溶 滚 中 收集 DNA。 常 用 的 有 机 溶剂 有 乙醇 、 
RAR, RAZAS. DNA 沉淀 是 DNA 浓 绸 最 常用 的 方法 ， 其 最 大 的 优点 是 通过 DNA Dü 
淀 来 改变 DNA 的 溶解 缓冲 液 及 重新 调节 DNA 溶液 的 浓度 ， 也 可 去 除 溶液 中 某 些 盐 离子 与 
杂质 ， 在 一 定 程 度 上 纯化 DNA LETE ERHI DNA 最 常用 的 方法 。 使 DNA 在 低温 ( - 
20) 和 中 等 浓度 一 价 用 离子 存在 下 形成 沉淀 后 ， 离 心 收集 ， 并 按 所 需 浓 度 重 新 游 于 适当 
缓冲 液 。 此 法 快捷 而 及 沉淀 完全 ， 即 使 只 有 几 pgDNA 也 能 回收 。 

1. 沉淀 用 盐 

在 DNA 沉淀 中 使 用 最 多 的 是 金属 1 HST, M Nat, KË NHY, 2 fft Me! 的 沉淀 效 
率 最 遍 。 每 一 种 离子 均 有 各 站 的 优 缺点 和 应 用 范围 ， 并 且 在 不 同 的 有 机 溶剂 中 其 使 用 的 浓 
度 也 不 一 样 ( 表 4-5). 











表 4-5 DNA 沉淀 的 盐 浓 度 





# 贮存 液 (mol/L) WE (mol/L) 
MgGL, _ 1 . .ol I 
NaAc 3.0 (pH5.2) 0.3 

KAc 3.0 (pH5.2) 0.3 

NH, Ac 10.0 2.0~2.5 

NaCl 5.0 0.2 





醋酸 钠 ”为 沉淀 DNA. RNA 的 最 常用 的 盐 类 。 终 浓度 为 0.3mol/L (pH5 .2)。 

氯 化 钠 对 于 含有 SDS (十 二 烷 基 硫 酸 钠 ) 的 DNA 样品 .最 好 选用 NGNE, A 
度 为 0.2mol/L，SDS 在 30% 的 乙醇 中 可 保持 溶解 状态 ， 不 与 DNA 共 沉 淀 ， 从 而 可 通过 弃 
上 清 去 除 这 种 去 污 剂 ， 避 免 对 以 后 酶 促 反应 的 影响 。 
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较 大 的 溶解 度 ， 通 过 乙醇 沉淀 DNA、 可 去 除 大 部 分 INTP。 有 人 人 证明. 存 2~2.5moL BÉ 
酸 儿 存在 下 ， 连 续 两 次 乙醇 沉淀 ， 可 除去 99% BJ dNTP， 而 DNA 回收 率 在 90% 2 E, 

酶 酸 钾 ”沉淀 效果 同 醋酸 钠 ， 但 DNA 的 狠 盐 形式 很 难 深 于 含 SDs 的 溶液 ， 在 下 一 步 
溶解 DNA 沉淀 的 缓冲 液 中 会 有 SDS 的 情况 下 ， 则 不 能 选用 钾 盐 的 方法 沉淀 DNA, 

TILE MZ: 虽 是 核酸 沉淀 中 最 有 效 的 离子 ， 但 氯化镁 沉 注 的 DNA 很 难 洲 解 ， 而 且 
g Met 的 DNA 溶液 在 保存 过 程 中 易 降解 ， 因 为 Mg 是 DNA 酶 的 激活 剂 。 其 实 DNA VLIE 
后 用 70 允 乙醇 漂洗 是 次 ， 基 本 上 可 以 去 除 契 迹 量 的 Met, wF AE DNA， 可 先 用 适当 体 
积 的 水 溶解 ， 然 后 补充 Tris- HC 与 EDTA 至 TE 缓冲 液 浓 上 度 即 可 解决 。 

另外 ，DNA 溶液 在 高 于 表 4 -5 的 盐 浓度 上 时， 应 该 用 TE (pH8.0) 进行 稀释 ， 以 避免 
盐 与 DNA -起 沉淀 。 大 于 10mmol/L 深度 的 EDTA 或 磷酸 盐 肯 定 会 在 乙醇 中 沉淀 ， 对 于 这 
天 种 情况 ， 需 要 先 透 忻 或 过 柱 去 除 盐 离子 ， 然 后 再 沉淀 。 

2.DNA 沉淀 的 温度 与 时 间 

DNA 沉淀 均 应 严格 地 在 低温 条 件 下 进行 ， 并 推荐 在 -20 乞 或 - 70 乞 条 件 下 放置 数 小 
时 ， 若 到 过夜。 但 目前 有 人 认为 ， 此 点 并 无 必要 。 因 为 低温 限制 DNA 分 于 的 布朗 运动 ， 
所 以 在 沉淀 时 低温 条 和 任 并 不 是 至 关 重 要 的 因素 。 即 使 DNA 深度 低 到 20ng/ml， 长 度 短 至 
20 ~ 30hp， 在 没有 载体 存在 上 下， 在 0% 甚至 室温 下 ，10min 即 可 形成 沉淀 。 另 外 抵 温 与 长 
时 间 的 沉淀 ， 很 容易 导致 盐 与 DNA 共 沉淀 ， 影 响 下 一 步 实 验 。-- 般 情况 的 DNA 沉淀 ,在 
OC KOK kt 10 ~ 15min 足以 达到 实验 的 要 求 〈 表 4-6)。 

表 4-6 BES DNA MZEE 























DNA 浓度 离子 浓度 温度 沉淀 效率 【名 ) 
0.1pg/ml I 10mmol/L MgCl C ` © oT ~ 35 n 
10mmol/L MgCl, 室温 75 
lmol/L NaCl OC 18 
10pg/ ml lOmmol/L MgCl; oX 95 
10mmoi/L MgCl; 室温 95 
1mol/1, NaCl or 95 
3. 有 机 沉淀 剂 


DNA 沉淀 中 常用 的 有 机 溶剂 有 乙醇 、 异 到 醇和 聚 乙 二 醇 等 。 

乙醇 ”乙醇 是 首选 沉淀 DNA KAIAN. EIRAS, DNA 沉淀 中 所 含 的 痕迹 
量 乙 醇 易 燕 发 去 除 ， 不 影响 下 一 步 实 验 。 在 适当 的 盐 浓 度 下 ，2.5 倍 样 唱 依 积 的 95% Z. Bz 
可 有 效 沉 淀 DNA. 

异 丙 醇 ” 其 优点 是 所 需 体 积 小 旦 速度 快 ， 适 用 于 低 浓 度 击 体积 大 的 DNA 样品 沉淀。 
0.54 ~ 1.0 倍 的 异 商 醇 呈 选择 性 沉淀 DNA、 大 分 子 rRNA 和 mRNA。 但 对 SsRNA、tRNA 及 
多 精 不 产生 沉淀 ， 一 般 不 需要 在 低温 条 件 下 长 时 间 放 置 。 其 缺点 是 易 使 盐 (如 NaCl) E 
REIES DNA 共 沉 淀 ， 尤 其 是 在 - 70 民 沉淀 时 ; DNA 沉淀 中 存在 的 异 两 醇 挥 发 性 差 ， 较 难 
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除去 残留 的 异 丙 醇 。 所 以 常规 项 要 用 70% Z BEBE DNA 沉淀 物 数 次 。 如 果 没 有 必要 减少 
体积 ， 最 好 用 乙醇 沉淀 。 

此 方法 适合 修 体 积 或 大 体积 DNA HER, ERI DNA 纯度 高 ， 基 和 多、 大 分 多， 可 
用 于 RFLP 和 PCR 分 析 。 

乙醇 沉淀 方法 操作 : 

(1) 合计 DNA 溶液 体积 。 

(2) 调节 一 价 阳 离子 浓度 。 如 果 DNA 溶液 盐 浓度 高 ， 则 TE 缓冲 液 (pH8.0) Fš Ë; 
如 果 盐 浓度 低 ， 则 加 入 下 表 4-7 所 列 的 盐 溶 液 。 


表 4-7 DNA 沉淀 盐 浓度 

















H 用 量 最 后 浓度 
.5mol/L 乙酸 钢 (pH5.2) _ 1⁄10 体积 0.25mol/1, u 

3.0mol 氧化 钠 (pH5,2) 1710 E 0.3mol/L 

2.0mol/L ZEH (pH5.2) 1⁄10 体积 2. 0mo L 


(3) 溶液 充分 混合 后 ， 加 入 2 售 体 积 冰 冷 乙 醇 ， 充 分 混合 。 

(4) 如 果 DNA 量 少 或 DNA 长 度 较 小 (小 于 lkb), Æ - 20%;22 4 30 ~ 60min， 沉 演 
DNA。 

(5) 管 0%C32 000r/min 离心 10min。 如 果 DNA 深度 低 或 长 度 较 短 ， 则 需 加 天 离心 力 和 
延长 离心 时 间 。 

(6) 舍 上 清 夜 ， 离心 管 倒 绽 于 滤纸 上 使 液体 流 干 。 用 加 样 器 叹 掉 挂 在 管 辟 上 的 液 滴 。 
和 置 真 空 干燥 或 冻 干 机 中 1 ~ 2min W 37C E 30minp， 以 除去 残留 上 清 滚 。 

(7) 沉淀 的 DNA 用 适量 缓冲 液 溶解 ， 如 在 372 C IH 5min，DNA 更 容易 溶解 。 

用 乙醇 不 能 完全 沉淀 很 短 的 DNA 分 子 {小 于 200bp)。 向 DNA 溶液 加 MgCl, 区 浓度 为 
0.01mol/T.， 可 明显 提高 小 分 子 DNA 回收 率 。 

此 外 ， 还 和 二 氧 乙酸 可 以 沉淀 赛 核 背 酸 ， 除去 标记 反应 中 的 放射 性 核 华 酸 或 核 间 。 当 
DNA 溶液 的 浓度 大 于 50mg/ml if, ARLE (PEG) 沉淀 法 几乎 能 沉淀 金 部 DNA。 此 法 
操作 简便 ， 不 损坏 DNA， 上 费用 低廉 ， 很 适合 大 量 制 备 。 聚 乙 二 障 沉 淀 法 能 分 离 质粒 DNA 
和 染色 体 DNA, 

4.3.2 fh T 8272 HB T£ 

用 正 丁 醇 或 2- 丁 醇 等 有 有 机 溶剂 抽 提 水 溶液 ， 有 些 水 分 子 进 入 有 机 相 ， 而 DNA 和 其 他 
溶质 不 进入 有 机 相 。 经 有 机 溶剂 几 次 抽 提 后 ，DNA 溶液 体积 大 大 减少 ， 因 此 可 用 此 法 浓 
4 DNA, RMF: 

(1) 向 样品 中 加 和 等 体积 的 仲 丁 醇 ， 充 分 混合 。、. 

(2) 室温 下 1 200r/min 离心 Smin， 或 1 600r/min 离心 1min。 

G) 去 上 层 仲 丁 醇 相 ， 重 复 步 骤 (1) ~ {3)， 至 溶液 体积 达到 所 需 体积 为 止 。 

(4) 最 后 用 水 饱和 的 乙 醋 抽 提 DNA 溶液 2 次 ， 以 除去 残留 的 仲 丁 醇 。 通过 燕 发 去 残 
留 乙醚 。 
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2- 丁 醉 用 量 过 多 时 ， 水 全 部 进 人 有 机 相 ， 将 导致 DNA CE. TE 288 KE Z N. 
抽 提 时 必须 在 附 丙 万 管 中 进行 。 

4.3.3 Micmeon 100 法 

其 原理 是 利用 超 滤 膜 的 不 同 孔 径 的 微 孔 允许 比 孔径 小 的 分 子 通过 膜 ， 流 到 超 泪 膜 下 
面 ， 而 大 于 孔径 的 分 子 仍 保 留 在 超 滤 膜 上 面 ， 使 小 分 于 与 大 分 子 分 离开 来 。Microcon 100 
截留 分 子 量 为 100 000, Centrieon 30 截留 分 子 量 为 300 000。 引物 、 水 等 小 分 子 通过 滤 膜 ， 
目的 片段 【天 于 100 000 或 300 000 DLT) 保留 在 膜 上 ， 反 向 离 心 可 以 收集 日 的 片段 。 

方法 ， 

CL) 将 Microcon 100 套 在 1.5ml 离心 管 中 (产品 随 带 }, 将 PCR 扩 增 产物 全 部 加 在 超 滤 
管 中 ; 

(2) 2 000r/min 离心 15min; 

(3) 去 掉 1.5ml 离心 管 ， 将 超 滤 管 反 套 在 男 一 干 兆 的 1.5m 离心 管 (AURRE); 

(4) 4 000rmin 离心 2min， 收 集 液 体 ， 可 直接 用 于 测序 皮 应 。 





4.4 DNA 的 贮存 


EEEF (如 TE, pH8.0) 下 ， 纯 净 的 DNA 能 长 期 贮存 而 无 明显 降解 。DNA 一 般 
AT TERR, 4C 保存 。 在 pH8.0 F, DNA 的 脱 氨 基带 度 比 在 中 性 时 慢 。TE 溶液 中 的 
EDTA 柬 合 二 价 阳 离子 ,抑制 DNA 酶 的 活性 ， 防 止 DNA 降解 。 因 为 二 价 阳 离子 是 大多 数 
核酸 酶 的 激活 剂 ， 而 核酸 酶 又 恰 是 降解 DNA 的 主要 因素 。EDTA 还 能 抑制 微生物 生长 ， 从 
而 抑制 核酸 散 的 形成 。 通 常 ， 存 凡 存 DNA 的 溶液 中 加 一 滴 毛 仿 ， 防 止 喜 菌 生长 。 

将 DNA 在 上 述 缓 冲 液 中 冰冻 贮存 时 ， 产 生 缺 口 的 速度 更 慢 ; 但 解冻 时 允 可 产生 新 缺 
O. REPARERE., 不 昌 使 用 自动 除 霜 的 低温 冰箱 贮存 DNA, 

Chelex - 100 提取 的 DNA 溶液 应 于 4% 保存 ， 对 于 长 期 保存 的 ， 最 好 将 上 清流 转移 到 
一 干净 离心 管 中 ， 除 去 Chelex - 100 颗粒 ， 于 - 20% 下 保存 。 





4.5 DNA 纯化 


在 DNA 提取 过 程 中 ， 一些 DNA 内 切 酶 和 Taq 聚合 酶 抑制 剂 随 着 一 起 迭 提 取出 来 ， 这 
些 抑制 章 的 存在 ， 会 于 扰 随 后 的 进一步 分 析 ， 因 此 需要 将 它们 从 DNA 溶液 中 除去 。 下 面 
介绍 部 分 纯化 DNA 方法 。 

4.5.1 低 熔 点 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 回收 DNA 法 

低 熔点 琼脂 糖 由 于 多 精 链 上 引信 了 凑 乙 基 ， 使 得 琼脂 糖 在 CEARR, E tE 
石 熔化 。 利 用 这 些 人 性 质 ， 进 行 DNA 纯化 简化 了 从 北 腔 回收 DNA 的 程序 。 

d) 灌 制 一 含有 适当 浓度 的 低 熔 点 琼脂 糖 占 胶 。 待 革 胶 疹 却 至 室温 后 ， 将 龊 胶 连 同 支 
承 用 的 玻璃 板 -- 起 转移 至 冷 窜 的 水 平面 上 ， 以 保证 凝 胶 充 分 凝 回 。 

(2) 将 DNA 样品 与 加 样 缓冲 滚 混 合 ， 加 到 具 胶 辑 样 孔 内 。 于 ACi tr e pk AR ERER 
不 会 熔化 。 

注 : 一 个 给 定 大 小 的 DNA 分 子 在 低 熔 点 琼脂 糖 凝 胶 中 迁移 比 在 普通 琼 赂 糖 凝 胶 中 得 
HR: 
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(3) He Kk K W RA TAER a S r Bu du a, ua p ARA EA DNA 损失 。 

紫外 线 有 害 健 康 ， 尤 其 是 对 眼睛 。 实 验 时 ， 应 戴 护 目 锐 。 

(4) 用 刀片 切 下 含 目 的 条 带 的 琼脂 糖 ， 并 切 碎 后 转移 至 一 个 于 净 的 -- 次 性 的 塑料 管 

(5) 加 约 s 售 体 积 的 20mmol/L Tris- HCL (pH 8.0)、lmnolL EDTA (pH 8.0) 至 琼脂 
糖 块 中 。 盖 好 管 羔 ， 于 邱 吧 温 育 Smin, AERE. 

(6) 加 等 体积 饱和 龄 ， 将 混合 液 来 加 倒置 混合 20s。 在 20 C 以 4 000r/min 离心 10min， 
回收 水 相 。 界 面 的 白色 物质 即 是 粉 状 的 琼脂 糖 AAR- 氯仿 、 氯 仿 各 抽 提 1 次。 

(7) 将 水 相 转 称 全 离心 管 中 ， 加 人 乙酸 胺 (0.2molL) 和 2 售 体 积 的 4 和 无 水 乙醇 。 
混合 液 在 室温 下 放置 lOmin ARA LULE DNA 与 溶解 DNA。 

4.5.2.Centricon 30 或 Microcon 100 法 

纯化 的 原理 与 方法 同 4.3.3。 

硅胶 吸附 法 纯化 成 本 低 ， 上 回收 率 及 纯度 没有 Microcon 100 超 滤 法 高 ， 但 后 者 成 本 启 。 

4.5.3 ERNA 

市 场 上 有 各 种 商品 纯化 试剂 盒 ， 其 大 多 利用 吸附 和 超 滤 作用 进行 DNA 的 提取 和 纯化 。 
正式 用 十 检 案 前 应 按 试剂 盒 说 明 书 进行 质量 性 能 检测 。 

4.5.4 Sephadex G50 过 柱 法 

Sephadex G50 过 柱 法 是 利用 Sephadex 的 分 子 得 作用 。 

(1) 取 一 个 0.5ml 离心 管 ， 在 管 底 和 管 盖 于 各 扎 一 个 小 孔 ， 和 孔径 以 针头 斜面 伸 出 一 半 
为 准 。 

(2) 吸取 脱 胀 好 的 Sephadex G50 液 350n1， 加 到 0.5m] 离心 管 中 ， 盖 上 管 盖 。 

(3) RH 1.5ml 离心 管 ， 剪 去 管 盖 ， 把 装 有 树脂 的 0.5ml 管 套 在 1.5ml 离心 管内 放 
和 离心 机 内 ，3 500r/min 离心 30s， 圾 出 1.5m 管 中 的 液体 ; 再 重复 : -次 。 

(4) 向 小 管内 加 入 5051 TE 缓冲 液 (pH8.0)， 同 样 条 件 离心 ， 待 加 入 TE 缓冲 液 的 体 
积 与 从 大 管 中 吸 出 的 体积 相同 时 ， 表 明 柱 已 平衡 。 

(5) 把 待 纯 化 的 DNA 溶液 50n] 加 入 小 管 ， 按 平衡 时 的 条 件 离心 。 

(6) 向 回收 的 50 由 层 析 滚 中 加 人 NP - 40, Tween- 20. tmo/L MgCl. AAR KEH 
AEDA 0.5% . 0.5%, 5mmol/L 和 100xg/ml， 混 匀 后 于 37 亿 消化 th， 沸 水 浴 10min， 
取出 备用 。 

应 注意 的 事项 是 ， 本 方法 操作 时 必须 使 Sephadex G50 柱 平衡 ， 否 则 会 造成 DNA 的 损 
k, 本 方法 对 DNA 溶液 有 稀释 作用 ， 对 于 浓 庶 很 低 的 样品 建议 应 在 少 缩 后 应 用 。 








60 法 医 DNA 分析 








ERA DNA 定量 、DNA 片段 电泳 分 离 与 检测 


5.1 DNA 的 定性 、 定 量 分 析 


在 任何 DNA 分 析 开 始 前 ， 重 要 的 是 必需 型 清 有 多 少 DNA 存在 ， 而 且 其 中 有 多 少 是 人 
DNA， 是 否 存 在 DNA 降解 ， 降 解 的 程度 又 如 何 。 对 于 RFLP 来 说 ， 最 终 分 析 结 果 质 量 好 坏 
主要 取决 于 样品 是 否 含 有 足够 量 的 高 分 子 量 DNA， 和 而且 要 求 了 解 样 品 的 DNA 含量 ， 以 便 
计算 每 个 反应 的 酶 量 。 对 于 PCR 为 基础 的 检验 ， 模 板 DNA (PCR 起 始 片 段 ) 的 平均 长 度 
ARER (尽管 他 们 仍然 必须 长 到 有 引物 结合 区 域 )， 但 是 DNA 的 量 很 关键 。 有 时 反应 中 
加 入 太 多 的 样品 反而 效果 不 理想 ， 得 不 到 PCR 扩 增 。 因 此 ， 不 管 应 用 哪 种 方法 ， 在 进行 
DNA 分 型 前 ， 都 需要 进行 DNA 的 定性 定量 分 析 。 

5.1.1 DNA 定性 定量 方法 

1. 分 光 光 度 法 : 

组 成 DNA 分 子 的 碱 基 ， 钧 具有 一 定 的 吸收 紫外 线 的 特性 ， 其 最 大 吸收 值 在 波长 250 ~ 
270nm ZH) ( 表 5- 1)。 这 些 碱 基 与 成 精 、 磷 酸 形成 核 苷 酸 后 ， 其 吸收 紫外 线 的 特性 没有 
改变 ， 核 酸 的 最 大 吸收 波长 为 260nm。 这 个 物理 特性 为 测定 DNA 浓度 提供 了 基础 。 


表 5-1 REKER KIRK 


碱 基 腺 坚 哈 RE I s š, ER My Hi RE E RE 
RETRAI (nm) 260.5 267 267 264.5 








在 波长 260nm 紫外 线 下 ，1 OD 值 的 光 密 度 相 当 于 50pg/ml WEE DNA，40pg/ml 单 链 
DNA 或 RNA, 20pg m HERRER., H UV - 260 型 此 外 分 光 光 度 计 测 定 260nm 处 的 吸收 
和信， 以 此 计算 DNA 溶液 浓度 。 这 种 分 光 光 上 度 方 法 操作 简便 、 快 速 ， 不 但 能 确定 DNA 的 浓 
度 ， 还 可 以 通过 计算 260nm 和 280nm 的 紫外 吸收 的 比值 【《 即 OD26020D280 比值 ) 粗略 确 
T DNA 的 纯度 ， 纯 品 DNA 的 0D26070D280 比值 为 1.8 ~ 2.0， 如 果 样 品 中 污染 有 蛋白 质 或 
By, H 00260700280 比值 将 明显 低 于 此 值 ， 此 时 无 法 对 样品 中 DNA 进行 精确 定量。 该 法 
不 能 确定 样品 降解 、 是 否 为 人 DNA， 不 能 确定 样品 含有 和 多少 元 分 子 量 DNA, 

操作 步 又 ， 

(1) 取 两 只 干净 的 比 色 杯 ， 各 加 人 2ml 0.1molL NaOH, REF Ao 

(2) 以 其 中 一 只 比 色 杯 为 空白 对 照 ， 另 一 比 色 杯 中 加 样品 DNA 溶液 4al, HH 0.1molL 
NaOH 至 2ml, 4. 

(3) 测定 波长 为 260nm 时 的 OD 值 ， 再 将 波长 调 至 2801m, WE OD 值 。 

(4) 根据 0Dm =1 时 ， 双 链 DNA 浓度 为 50pg/ml， 单 链 DNA 或 RNA 浓度 为 40pgyml， 
计算 样品 DNA 浓度 。 
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计算 公式 ; 样品 DNA RE (pg/m) = OD, x 40g mi x 稀释 倍数 

加 计算 0Dywg 与 0Dxm 比 和 值 ， 若 比值 大 于 1.8 时 说 明 DNA 样品 比较 纯 。 苦 比值 小 于 
1.6， 则 说 明 存 在 蛋白 质 或 其 他 吸收 紫外 波长 的 杂质 。 

2. 琼脂 糖 凝 胶 电 瀛 结合 EB 荣光 测定 法 

有 时 ，DNA 的 含量 低 (< 250ngxml) ， 无 法 用 分 光 光 度 法 进行 测定 ， 或 有 时 DNA 溶液 
中 可 能 含有 其 他 吸收 紫外 线 的 物质 而 影响 DNA 的 精确 定量 。 估 算 这 些 样 由 中 DNA ARAI 
一 种 快速 方法 是 测定 能 人 人 DNA 中 的 演化 乙 锭 (EB) 分 子 受 紫外 光 激 发 而 发 射 的 荧光 强度 。 
由 于 这 种 荧光 的 强度 与 DNA 总 质量 数 成 正比 ， 通 过 比较 样品 与 系列 标准 品 的 荧光 强度 ， 
可 对 样品 中 的 DNA 进行 定量 。 该 法 可 检测 出 低 至 1~ 5ng DNA， 可 了 解 样品 降解 程度 ， 确 
定 有 和 多少 高 分 子 量 DNA。 但 该 法 同样 不 能 确定 是 否 为 人 DNA。 

(1) 制备 0.8 名 的 微型 琼脂 糖 平板 凝 胶 ， 含 EB 0,5pg/ml。 

(2) 取 2 al DNA 样品 与 0.4nl BIERA (GRRE) 混合 ， 混 名 后 加 样 于 会 
EB ISR AA SE E I RETLA o 

(3) 取 一 系列 浓度 不 同 的 2 标准 DNA 样品 (0.5 ~ 50pg/ml) 与 0.4nl 上 样 缓 冲 液 泥 
合 上 样 。 

(4) 在 8OV 电压 下 电泳 约 30min， 熏 DNA 称 入 琼脂 糖 胺 内 。 用 短波 紫外 线 (254nm) 
进行 拍照 ， 比 较 样品 DNA 与 DNA 标准 品 的 荧光 强度 ， 并 计算 出 待 测 样品 DNA 浓度 。 

该 法 灵敏 、 快 速 。 但 不 十 分 准确 。 它 的 荧光 强度 取决 于 岩 人 碱 基 中 的 省 乙 锭 的 多 少 ， 
而 且 与 DNA 的 螺旋 程度 密切 相关 ， 标 准 品 与 样品 难以 完全 一 致 ， 并 且 还 受 其 他 发 光污染 
物 的 影响 。 

3. 人 特异 探 针 滤 条 杂交 法 

利用 人 a- 卫星 基因 座 Di7z1 探 针 进行 杂交 检测 。 在 17 Sik K E, a- 卫星 由 500 
~ 100 个 重复 单位 组 成 ， 每 个 重复 单位 为 2.7kb， 多 数 由 16 个 < 单 体 组 成 ， 少 数 由 15 个 
单 体 组 成 ,每 个 a 单 体 为 171bp。 各 个 重复 单位 约 98% Be 3E p pl — SK, AA = SE IK 25 65% 
~ 94% RJ 08 3E ys — a 单 体 为 人 类 特异 。 

通过 滤 条 转移 将 样品 DNA 国定 在 尼龙 膜 上 ,生物 素 标 记 的 或 酶 直接 标记 的 D17Z1 FF 
列 特异 的 探 针 与 男 定 在 尼龙 膜 土 的 样品 DNA 杂交 ， 然 后 进行 睡 化 学 显 色 或 化 学 发 光 法 检 
测 。 比 较 待 测 样品 与 标准 浓度 DNA 之 间 的 感光 强度 或 颜色 深浅 ， 确 定 待 测 样 品 浓度 。 

(1) 将 尼龙 膜 在 水 中 湿润 后 ， 置 10 x SSC 中 浸泡 19min。 同 时 ,将 抽 滤 加 样 器 用 
0.1moL NaOH 清洗 ， 然 后 用 消毒 水 洗 净 。 

(2) 将 两 张 预先 用 10 x SSC 湿润 的 滤纸 铺 在 点 样 器 的 支撑 物 上 ， 然 后 将 湿润 的 尼龙 漠 
放 在 滤纸 上 ， 小 心 排除 气泡 。 安 装 好 点 样 器 ， 并 接 通 真空 家 与 真空 倘 。 

(3) 在 加 样 筷 中 装潢 10 x SSC， 真 空 抽 滤 至 所 有 液体 被 抽 干 。 关 闭 真 空 奈 。 在 扣 样 孔 
中 重新 加 满 10 x SSC。 将 样品 孔 中 10 x SSC 抽 干 ， 关 闭 真 空 菜 。 

(4) 样品 的 处 理 : DNA 样品 直接 置 沸水 中 变性 10min， 然 后 速 置 于 冰 水 浴 中 ,或 取 
lal 待 测 样品 及 己 知 不 同 浓 度 的 标准 DNA 与 等 体积 样品 变性 液 (0.,5mol/L NaCl, 0.5mol/L 
NaOH) 充分 混合 ， 混 合 液 于 室温 放置 5min， 使 之 充分 变性 为 单 链 。 

(5) 将 待 测 DNA 与 标准 浓度 DNA 样品 加 到 加 样 孔 中 ， 真 空 抽 滤 。 待 全 部 样品 均 被 抽 
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干 ， 加 10 x SSC， 抽 滤 ， 重 复 两 次 。 

(6) 继续 保持 真空 5min, EE RE TIR. 

(D Be F e ag. Zm TERESETA. 然后 将 尼龙 膜 放 在 用 0.4N NaOH 湿润 
的 滤纸 上 固定 2min, DNA 和 而 朝 上 ， 轿 定 后 的 尼龙 膜 在 5 x SSC 中 漂洗 1min。 

如 果 条 件 不 多 许 ， 可 采用 手工 直接 点 样 。 将 DNA 变性 后 ， 用 微量 如 样 跨 直接 点 翌 于 
于 燥 的 硝酸 纤维 素 腊 上。 注意 必须 采用 小 量 多 次 法 加 样 ， 待 第 一 次 样品 完全 干燥 后 ， 了 再 在 
原来 的 位 置 第 二 次 点 样 ， 使 其 直径 不 超过 lem 为 宜 。 

(8) 与 人 特异 探 针 D17Z1 AZ. REA 8 08 E R ESTs C E UR pl St tri Bin 1 
法 等 。 下 面 列 出 碱 性 磷酸 酶 标记 法 〈 按 美国 ACES 公司 试剂 盒 方 法) 。 

叫 转 移 好 的 尼龙 膜 放 人 杂 克 管 中 ， 倒 人 预 杂 交 液 ，{ 预 杂交 液 量 为 : lmlvem)，50% 
预 杂 交 20min。 将 杂交 液 与 1.5nl 人 类 DNA 探 针 混合 后 ， 置 50 和 预 热 ， 备 用。 

名 弃 去 预 杂交 液 ， 加 入 质 热 好 的 合 有 探 针 的 杂交 液 ，50 乞 杂交 20min。 

OH 1:5 稀释 的 洗 膜 液 在 SCHR, AR 10min。 

@ 3 B F R 20ml 终 洗 膜 液 洗 膜 两 次 ， 每 次 Smin。 用 证 纸 吸 于 尼龙 膜 上 的 液体 ， 将 反 

BM (Lumi - Phos Plus) 用 加 样 回 均匀 加 在 膜 上 ， 室 温 反 应 5min， 然 后 用 滤纸 上 吸 去 多 余 的 

反应 液 (Lumi - Phos Plus)， 用 保鲜 膜 包 好 检测 后 的 膜 ， 放 人 上 暗合， 床上 X 光 片 ， 在 室温 
Ff X- 光 片 感光 2 小 时 。 冲 洗 X 光 片 ， 比 较 待 测 样 品 与 不 同 深度 已 知 标准 的 斑点 感光 强 
E, 得 出 DNA 浓度 ， 计 算 DNA 的 含量 。 

此 法 灵敏 度 高， 可 检测 微量 DNA， 并 旦 可 以 确定 总 DNA 中 会 有 和 多少 人 DNA， 其 缺点 
是 不 能 了 解 DNA 的 降解 情况 。 

4. 人 特异 的 AluQuant "E E R 

(1) 原理 ”AluQuant* 定 量 系统 是 利用 与 人 基因 组 的 高 度 重复 系 向 特异 的 DNA 探 针 ， 
利用 焦 磷 酸化 和 荧光 素 酶 产生 荧光 ， 荧 光 仪 测定 发 出 的 与 DNA 浓度 相关 的 荧光 强度 ， 得 
到 获 光 强度 与 DNA 含量 关系 的 标准 曲线 ， 根据 标 准 曲 线装 得 待 测 样 品 的 浓度 。 图 5-1 是 
其 检测 原理 图 ， 图 5 -2 为 标准 曲线 。 
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图 5-1 AluQuantTM 定量 系统 原理 图 
Á: A DNA GREJER KERAEZ, READ 识别 杂交 体 ， 作 为 焦 厂 酸化 的 底 物 ， 进 行 焦 厂 酸化 反应 ， 粹 办 
DNA 的 SAIA -TERR RMA DNA 链 释放 出 一 个 子 端 碱 基 .形成 dNTF。B: 释放 出 的 dNTP 通过 激酶 将 上 其 磷酸 
转移 到 ADP 中 形成 ATP; C: 形成 的 ATP fFE32 G K ASAF RIF, Lise 63 BU S B Se 6, HS WMV ip es da S. 
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图 5-2 DANA 定 量 曲 线 
上 图: DNA 有 最为 1- 100ng 的 标准 曲线 ; 下 图 DNA Et O- lng 的 标准 曲线 


该 方法 不 涉及 法 胶 电 泳 与 DNA 的 转移 和 固定 ， 方 法 非常 简单 。 可 以 准确 测定 0.1 ~ 
50ng DNA, Á DNA FIERE, E, A. BR W. 牛 、 酵 母 及 大 肠 杆 菌 的 DNA 基本 
上 没有 荧光 信和 号， 或 非常 低 ， 与 人 DNA 同样 量 的 忌 、 酵 母 及 大 肠 杆 菌 DNA 的 荧光 信和 号 几 
乎 接近 零 ， 而 人 DNA 的 荣光 强度 接近 100%. 5h, EAE DNA 并 不 影响 DNA 的 定 基 分 
析 。 

(2) 方法 

中 试剂 

标准 DNA: 用 0.1x TE 缓冲 液 稀 释 人 DNA， 制 成 浓度 为 Angul, 2ng/pl, 0.5ng/pd, 
O.lng/H#l, 0.02ng/snl 和 Ongul 的 一 系列 DNA 溶液 。 

荣光 素 酶 和 荧光 素 试剂 : 将 12ml 的 ENLITN 236 3 88 2 y6 # Š nh 3k JI £) ENLITN 2 
光 素 酶 /荧光 素 瓶 中 ， 上 下 颠倒 混合 深 滚 ， 在 室温 放置 60min 以 上 ， 使 其 平衡 。 

Master mixes 液 的 准备 : 每 个 分 析 淮 备 二 份 Master mixes， 一 份 含有 AluQuant"" 探 针 混 合 
物 ， 另 一 份 为 没有 核酸 酶 的 纯 水 。Mixes 含有 5 AluQuant™" 探 针 中 和 液 ，10nl 酶 溶液 ( 
有 READase WATEA READase 激酶 )， 5ul AluQuant™ 探 针 洪 合 液 或 水 。 

他 分 析 过 程 : 各 取 二 份 Sal DNA 样品 ， 分 别 加 Sa 变性 溶液 ， 室 温 变性 10min。 在 一 份 
变性 DNA 溶液 中 ， 加 人 20pl 含有 探 针 的 master mixes， 另 一 份 DNA 溶液 中 加 人 没有 探 针 的 
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master mixes。 在 55 和 下 反应 60min。 反 应 后 ， 取 254 反应 物 转移 到 含有 50pl BHR 
荧光 素 的 荧光 管 中 。 放 置 3s。 用 TD20720 营 光 仪 检测 荧光 产量 ,测量 的 单位 为 相对 菊 光 强 
FE (relative light units, RLU}, 

全 计算 DNA 量 : W 22 PI ËJ RLU, M macro 计算 样品 或 DNA 的 净 RLU， 获 得 净 
RLU - DNA 浓度 的 标准 曲线 ， 然 后 将 样品 的 RLU 与 标准 曲线 比较 ， 计 算 样 品 DNA S E. 

5.1.2 DNA 定性、 定量 方法 的 选择 

选择 什么 样 的 DNA 定性 定量 分 析 方 法 ， 既 取决 于 原始 样品 的 大 小 与 质量 ， 也 取决 于 
DNA 的 提取 方法 。 比 如 ， 分 析 人 人 员 怀 疑 DNA 量 可 能 很 少 和 /或 已 降解 ， 叮 以 用 一 小 部 分 
DNA 进行 滤 条 或 斑点 杂交 ; 又 如 ， 用 Cheles 方法 提取 的 DNA, DNA 以 单 链 形式 存在 ， 那 
么 只 能 甲 斑点 杂交 法 来 检测 ; 如 果 分 析 人 员 确 信 得 到 了 大 量 DNA 的 话 ， 则 可 以 用 凝 胶 电 
Ik EB 染色 法 来 作 定 量 分 析 ， 可 以 了 解 有 关 样 品 的 降解 程度 。 如 果 斑 点 杂交 和 凝 胶 电 泳 EB 
染色 法 一 起 进行 ， 还 可 以 了 解 有 百 分 之 几 的 是 人 DNA， 而 不 是 细菌 DNA A, EHR 
电泳 EB 染色 法 后 进行 Southern 杂交 ， 用 疯 点 你 交 的 人 特异 探 针 杂交 检测 DNA 转移 膜 ， 也 
可 帮助 了 解 样品 中 人 DNA 的 合 量 。 因 此 ， 究 竟 采 用 什么 样 的 定性 定量 方法 ， 除 案件 情况 
和 物证 条 件 外 ， 而 且 也 得 看 分 析 人 员 认 为 哪些 资料 有 用 ， 来 决定 究竟 选用 哪 种 方法 。 个 别 
的 康 始 检 材 量 太 少 了 ， 可 以 先进 行 PCR 分 型 分 析 ， 做 完 分 析 后 反 过 来 评估 DNA 的 量 ， 或 
用 毛细 管 电泳 进行 定量 定性 测序 。 和 毛细管 电泳 极 准确 灵敏 ， 可 以 测定 极 微量 样品 中 DNA 
FEAD. BERERE EB 染色 法 一 样 ， 也 不 能 区 分 是 人 DNA 还 是 其 他 来 源 的 DNA, 


5,2 DNA 片段 平板 凝 胶 电 泳 分 离 与 检测 


不 同 大小 或 不 同 碱 基 序列 的 DNA 片段 的 分 离 ， 主 要 是 利用 电 沪 技术， 其次， 利用 高 
压 液 相 色谱 或 时 间 飞 行 激 光 离 子 解析 质谱 分 析 (MALID - TOF)。 电 泳 是 带电 荷 的 物质 在 电 
杨 中 的 趋向 运动 。DNA 分 子 是 一 种 强 极 性 分 子 ， 等 电 点 (pl) 为 2.0~2.5， REKER 
E. 在 中 性 和 碱 性 溶液 中 带 钢 电荷 ， 所 以 能 在 电场 中 向 阳极 移动 。 带 电 粒 子 在 一 定 电场 强 
ETF, 单位 时 间 内 在 介质 中 的 迁移 距离 叫 迁 移 率 ， 迁 称 率 的 大 小 与 样品 分 子 所 带 的 电荷 、 
电场 中 的 电压 及 电流 成 正比 ， 与 样品 的 分 子 大 小 、 介 质 粘 度 及 电阻 或 反比 。 目 前 应 用 于 
DNA 分 析 的 有 平板 凝 胶 电 泳 和 毛细 管 电泳 。 平 板 凝 胶 电 瀛 根据 凝 胶 基 质 不 同 ， 有 琼脂 精 
HRADE ERRE. MERRER EILA, AAE KEA 100bp ~ 60kb 的 DNA 分 
子 ， 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 的 孔径 小 ， 分 离 较 小 片段 (5 ~ 1 000bp) ARA. BORE SER H ar 
3 H 8 P bp Bu Rk SE BE 094. 但 分 离 范围 宽 。 

5.2.1 DNA 电 访 分 离 机 制 

每 个 核 苷 酸 含 有 一 个 磷酸 基 团 ，DNA 分 子 的 荷 质 比 是 恒定 的 ， 因 此 一 个 含有 10 +Ë 
FRI DNA 片段 与 另 一 个 含有 100 ARERR DNA 分 子 存 电场 中 受到 的 拉力 是 相同 的 。 
因此 必须 用 钴 分 〈 分 子 筛 ) 的 机 制 分 辨 大 小 不 同 的 DNA DT. WË R aR £ EPS WK HA 
有 一 定 大 小 孔径 的 基质 ， 它 像 一 个 分 子 得， 较 大 的 DNA 分 子 在 通过 凝 胶 这 些 孔 径 时 被 详 
留 ， 而 较 小 分 子 顺 利通 过 凝 胶 孔 ， 向 前 移动 的 速 庶 比 大 分 子 DNA 快 ， 不同 大 小 的 分 子 彼 
此 分 离 。DNA 分 子 通过 哟 胶 机 制 有 两 种 主要 的 模式 : DGSTON 得 分 (ogston sieving) 与 限行 
(reptation) 模式 。 
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OGSTON 第 分 模式 认为 DNA 分 子 是 一 个 圆 球 或 像 一 个 鳃 绕 的 线 团 ， 翻 滚 普通 过 凝 胶 
孔 ， 分 子 通 过 凝 胶 的 速度 与 找到 能 让 它们 通过 的 足够 大 的 孔 的 能 力 成 直线 。 较 小 分 子 能 通 
KHF, PAR, MH DNA 分 子 大 于 凝 胶 科 分 的 孔径 时 ， 不 能 通过 扎 谷 ，DGSTON 模式 
预测 分 子 的 迁移 速度 将 变 成 零 。 : 

自行 模式 认为 DNA 2 F (£ 2 — RRITAR, DNA 分 子 被 拉 长 成 一 根 线 ， 进 入 胶 
的 基质 中 ， 不 同 大 小 的 DNA 分 子 蜂 猎物 动 通过 凝 胺 筷 ，, 按 其 分 子 量 大 小 被 分 开 。 

电流 是 一 个 相对 的 测量 技术 ， 如 果 不 与 已 知 DNA 片段 大 小 的 标准 物 比 较 ， 凝 胶 中 的 
DNA 带 位 置 是 没有 意义 的 。 因 此 在 电 湾 时 要 求 在 沟 胺 中 同时 加 样 分 子 量 标准 物 。 

5.2.2 影响 DNA 迁移 率 的 因素 

1. WEB TR EE 

一 给 定 大 小 的 线 状 DNA 片段 ， 其 迁移 率 在 不 同 的 凝 胺 中 各 不 相同 ，DNA 电泳 迁移 率 
(e) 的 对 数 与 凝 胶 浓 度 (rt) 成 线 竹 关系 ， 即 

lgu = lgpo — k,z 

HR, u W DNA 的 自由 电泳 迁移 率 ，k, AMHRA, ESRR, ES r T A 
形状 和 和 太 小 有 关 的 常数 。 

选用 不 同 的 谋 胶 清 度 可 以 分 辨 大 小 不 同 的 DNA 片段 ， 表 5-2 7) H AS [R] EE Bz E Br y 3t: 
分 离 DNA 分 子 的 范围 。 


表 5-2 ERAH DNA 分 子 的 有 效 分 离 范围 








HR RIRE (%) 线性 DNA 分 子 大 小 
RAM 3.5 1 000 ~ 2 000 (bp) 
5.0 30 ~ 1 000 
8.0 60 ~ 400 
12.0 40 ~ 200 
20.0 6 -~ 100 
琼脂 糖 0.3 5~ 60 (kb) 
0.6 1 ~ 20 
0.7 0.8 ~ 10 
0.9 0.5~7 
1.2 0.4~6 
L 0.2-4 
2.0 1-3 


2.DNA 分 子 的 大 小 
线 状 双 链 DNA 分 子 在 一 定 浓度 凝 腔 上 电泳， 电泳 迁移 率 与 碱 菇 对 数 日 的 常用 对 数 成 
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反比 (图 5-3)。 TERK, TR HESE. 





3.DNA 分 子 构象 5 

分 子 量 相同 、 构 象 不 同 的 DNA AAE 8 ë SEA MOKARA, 0. 5X TBE 
{I 型 )， 带 切口 环 状 (11 型 ) MRR IW) DNA 《 含 0.5ugAmlEB) 
通过 凝 胶 时 速度 不 同 。 它 们 的 相对 迁移 率 主要 取决 a Wn 





于 凝 胶 的 浓度， 但 也 受 电流 强度 、 缓 冲 液 的 离子 强 
ERIE DNA 超 螺旋 程度 的 影响 。 在 相同 分 子 量 4r 
MAT, BERNE DNA 迁移 率 比 线形 DNA 大。 g) 
4, 电压 g 
在 低 电 压 下 ， 线 形 DNA 片段 的 迁移 率 与 所 加 * | 
的 电压 成 正比 。 但 随 着 电压 升 高 ， 高 分 于 量 DNA Š. 

















片段 的 迁移 率 将 以 不 同 的 幅度 增 大 。 因 此 ， 随 着 电 | 0.5% 
EKI, SCO SEGERG0 (2k y EBI SB p. sh | 0. 7% 
大 于 ?kb 的 DNA RER IK Sr E yaa SE pa DN Ya . 
所 加 电压 不 要 超过 5V/em。 : L. 4% 
5. 电场 方向 k—nF 
如 果 电 场 方向 保持 不 变 ， 则 大 于 50 ~ 100kb 的 ISEN (em) 


DNA 分 子 在 琼脂 精 凝 胶 上 的 迁移 速率 相同 。 但 是 ， 图 5_-3 R DNA 迁移 率 与 分 于 量 关 系 
如 果 电 场 方向 旺 周 期 性 改变 ， 则 DNA 分 子 被 迫 改 
变 路 径 。 由 寺 DNA 分 子 越 太 ， 为 适应 新 的 电场 方向 而 重新 排列 所 需 的 时 间 就 越 长 ， 因 此 
可 以 通过 脉冲 电场 凝 腕 电泳 来 分 离 极 大 的 DNA AF 达到 10 000kb) 。 

6. 做 基 组 成 与 温度 

DNA 在 琼脂 糖 疾 腔 中 的 电泳 行为 (与 从 两 渗 醚 胺 中 截然 不 同 ) 受 DNA 的 碱 基 组 成 或 
凝 胶 电 泳 温度 的 影响 不 明显 。 在 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 中 ， 不 同 大 小 的 DNA 片段 的 相对 迁移 率 
在 4 和 与 30 和 之 间 没 有 变化 。 因 此 ， 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 一 般 可 在 室温 下 进行 。 人 但是， 浓度 低 
于 0.5 免 的 琼脂 糖 餐 胶 和 低 熔 点 琼脂 糖 凝 胶 较为 脆弱 ， 最 好 在 4 乞 下 电泳 。 在 低温 时 它们 
强度 较 大 。 但 DNA ERRARE, DNA 分 子 迁 称 与 碱 基 组 成 或 温度 有 关 。 条 件 不 
同 ， 可 以 分 辨 只 相差 一 个 碱 基 序列 的 二 个 DNA 片段 ， 如 SSCP 分 析 。 

7. 嵌入 染料 的 存在 

荧光 染料 省 化 乙 锭 用 于 检测 琼脂 糖 和 聚 丙烯 酰胺 瞩 胶 中 的 DNA， 它 会 使 线 状 DNA 的 
迁移 率 降 低 15%。 染 料 典 入 到 堆积 的 碱 基 对 之 间 ， 并 拉 长 线 状 和 带 切 口 的 环 状 DNA, tE 
其 砷 性 更 强 。 

8. 电泳 缓冲 液 的 组 成 

电泳 缓冲 液 的 组 成 及 其 离子 强度 影响 DNA 的 电泳 迁移 率 。 电 泳 缓冲 液 的 成 分 应 避免 
与 被 分 离 的 样 晶 发 生化 学 反应 而 改变 样品 的 理化 性 质 ， 或 使 其 丧失 生物 话 性 。 缓 冲 液 离子 
强度 一 般 选 择 在 0.02 ~0.2mol1 范围 。 缓 冲 液 中 加 EDTA， 以 整合 金属 离子 ， 抑 制 DNA B$ 
活性 ， 保 护 DNA. 

在 设 有 离子 存在 时 《如 用 蒸 饮 水 代替 缓冲 液 配 制 凝 胶 )， 电 导 率 最 小 ，DNA 分 子 迁 移 
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Aa, BEIE DNA 还 能 移动 一 点 的 话 ， 也 很 重 在 高 离子 晶 度 的 缓 神 液 中 (如 误 加 了 10x 电 
访 缓 冲 滚 }， 电 导 很 高 并 明显 产 热 。 最 糖 的 是 引起 淡 胶 次 解 ， DNA 发 生变 性 。 
AILE A PHRA j T DNA 的 电泳 { 表 5-3). 这 些 缓冲 渡 含 有 EDTA (pH8.0) 
和 Tris- ZAR (TAE), Tris - 硼酸 (TBE) 或 Tris - @&8@ (TPE)。 其 浓度 约 为 50mmol/L 
(pH?.5~7.8)。 电 泳 缓冲 液 通常 配制 成 浓缩 液 ， 贮存 于 室温 ， 使 用 时 镍 释 ， 
双 链 线 状 DNA 片段 在 TAE 中 的 证 移 速 举 比 在 TBE 或 TPE 中 快 10% 24, 但 这 些 系 统 
BJ Jy BEBE JJ JU AH], RAE HIRE DNA 在 TAE PRA RERE HETE TBE 中 更 好 。TAE 是 使 
用 最 广泛 的 缓冲 滚 ， 但 它 的 缓冲 容量 相当 低 ， 长 时 间 电 泳 会 使 其 缓冲 窜 量 丧失 将 尽 【 阳 枢 
ERIE, ARERR). EHAE. Ka AR ak, E E e h Te e Z el 
— EA EITE hK. TPE 和 TBE H; TAE 成 本 梢 高 ， 但 它们 的 组 冲 容量 明显 较 高 。 


表 5-3 常见 电极 绿 冲 液 

































































名 称 工作 溶液 悄 藏 母液 

TAE E 0.04molzL Tris- 8 8Ë , i 50 人 入，Tris 242g， 冰 醋酸 57.1ml， 
0. 002mal/L EDTA 0. S5mol/L EDTA 100ml, pH8， Ü 

TPE 0.08mol/L Tis 8 BÉ H: N 1048; Tris 108E， 85% BR Ë 15.5ml, 
0.008moi/L EDTA 0.5mal/ L EDTA 40ml, pH8.0 

TBE 0.089mo1/1, Tris- BB , 10%; Tris 108g, WIE 50 g, 
0.002mol/L EDTA 0. 5mol/ L EDTA 40ml, pH8.0 


5.2.3 DNA BRERA 5 LHE 

5.2.3.1 TS WI 

在 DNA 电泳 中 加 一 种 带 颜 色 的 指示 剂 来 指示 样品 的 迁移 距离 ， 常 用 的 指示 剂 有 省 酚 
蓝 (bromophenol blue, Bb) PAI (xylene cyanol, Xc) BPP. 

省 前 蓝 在 碱 性 溶液 中 呈 监 紫色 ， 在 中 性 淤 液 呈 红 棕 色 ， 在 三 性 溶 洲 呈 普 黄 色 。 其 分 子 
量 为 670， 在 不 同 银 度 凝 胶 中 ， 迁 移 速 度 不 同 ， 相 当 于 不 同 分 子 基 的 DNA。 如 在 0.65%. 
和 和 2 和 的 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 中 ， 省 酚 蓝 的 迁移 率 分 别 与 1kb、0,6kb 和 0.15kb 的 双 链 线性 
DNA 片段 大 致 相同 。 在 5% ÉR PS M Bit Rz 88 Bz pk A 7 ~ Smol L. PR 8 BJ 5 % B$ 5 T e F£ Rz WE 
Eiht, RE Aaa F 65 和 35 TERRA DNA 片段 。 

二 甲 茶 靖 蓝 为 蓝 色 分 子 ， 在 凝 胶 电 泳 中 常 为 天 蓝 色 ,分子量 为 544.6， 携 带 的 电荷 量 
比 省 酚 蓝 少 很 多 ， 在 凝 胶 中 迁移 比 省 盼 蓝 懂 。 

所 以 根据 指示 剂 的 迁移 情况 ， 推 断 样品 的 电 福 进 程 ， 决 定 电 泳 时 间 。 表 5 -4 是 指示 
剂 年 不 同 凝 胶 浓 度 下 相当 的 DNA 大 小 。 





— 
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表 5-4 指示 旗 在 不 同 凝 胶 浓 度 下 相当 的 DNA 大 小 





AHE (bp) ZHE (bp) 

RRE (%) 

1.0 1 000 2 000 

上 .4 200 1 600 

REBER (%) 

5 65 280 

8 25 105 

ld 25~ 30 95 

Tmo L RERA o) 

6 30 110 

8 18 70 

19 15 60 

15 12 46 

20 9 29 

5.2.3.2 LÆR DER 


为 了 加 样 时 使 DNA PE sh BEOL A RERE FETU 88, #E RL jn 8 n aA amah, FE 
求 加 入 适量 的 大 分 子 如 蔗糖 、 聚 蔗 灶 和 甘油 等 ， 以 增加 比重 。 目 前 常用 的 上 样 缓冲 液 如 表 
5- 5 所 孙 。 利 用 DNA 测 序 仪 分 析 时 ， 由 于 使 用 高 电压 ， 要 求 样品 中 离子 强度 低 ， 常 用 四 
酰胺 作为 变性 剂 ， 使 DNA 分 子 保持 单 链 ， 市 旦 增加 样品 密度 ,利于 加 样 ， 除 甲 酰胺 外 ， 
对 于 平板 凝 腔 电泳 ,为 了 加 样 方便 ， 还 加 入 一 种 蓝 色 的 葡 案 蓝 ， 它 是 一 种 大 分 子 ， 在 电场 
中 迁 称 慢 ， 一 直 滞 留 在 加 样 孔 处 ， 不 干扰 荧光 检测 。 像 ABD 310 测序 仪 自动 进 样 ， 就 不 需 
要 加 颜色 指示 前。 


表 5-5 DNA LESIR 


缓冲 被 类 型 6x BE hik 应 用 保存 温度 
[ BHE BIR 56. 4T 
0.25% FERH 3F2 tE 58 PA 86 BA Hk SEEE 
40% (W/V) HE 
或 4% (WV) RRE 
或 30% Hih 
H 0.25 % IÑ 80 1 ZETE IR PS 86 W WK BE W2 4 
0.25% — R 3 8 k 
40% (Wy) BEBE 
95% H B R 
T 3 5 K 377 等 测序 仪 分 析 4 
95% H B Bë 





5.2.4 分 字 量 标准 
同一 凝 胶 中 ， 迁移 距离 相 疝 ， 则 分 子 量 相同 。 比 对 待 测 DNA 片段 与 分 学 量 标准 的 电 
WEERA, OARE DNA 片段 大 小 。 常 用 的 分 子 量 标准 见 表 5 - 6, 
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表 5-6 DNA 片段 分 于 量 标准 (bp) 








AHind(ll AHind II — EeoR I EcoR I pUC18 ~ Sau3A I PpX174 - Hae I 
23 130 21 226 21 226 955 1 353 
9 416 5 148 7 421 585 1 078 
6 587 4 973 5 804 341 872 
4 361 4 268 5 643 258 603 
2 322 3 530 4 878 141 310 
2 027 2 027 3 530 195 281 

564 1 904 78 271 

125 1 584 75 234 
1375 46 194 
947 36 116 
83] 72 
564 


125 





5.2.5 琼脂 糖 凝 腔 电 泳 
琼脂 糖 是 从 海 萍 中 提取 出 来 的 一 种 线 状 高 到 物 ， 其 基本 结构 为 : 


琼脂 糖 有 多 种 等 级 ， 即 使 在 同一 等 级 中 ， 不 同 批号 间 质 量 也 有 了 明显 的 差异 ; 其 他 和 多糖 、 赴 
及 重 白质 的 污染 程度 不 同 ， 这 些 差 异 影响 DNA 的 迁移 。 根 据 经 验 ， 针 对 一 般 目 的 最 好 使 
用 低 电 渗 琉 脂 精 ， 它 容易 融化 产生 透明 的 溶液 ， 所 形成 的 凝 胶 即 使 在 低 浓 度 时 仍 能 保持 一 
定 的 机 械 强 度 。 

1. 电泳 模 

Ba B Sa Be £ K £ REKER KE bk (85 - 
4)。 这 种 系统 有 4 个 优点 : (1) WAHR F Bi 
育 支 撑 ， 可 使 用 低 浓 度 琼脂 糖 ; (2) 可 以 制备 
不 同 大 小 的 凝 胶 ; (3) STERE., mMM 
操作 ; (O 仪器 耐用 ， 造 价 低 。 

2. ERASER 

(1) 根据 淡 度 称 取 所 需 粉 状 琼 脂 粮 ， 加 到 
500m SAP, WMA 200ml 1 x TAE 缓冲 液 ， 
配制 200ml 琼脂 糖 凝 胶 。 用 记号 笔 在 三 角 瓶 的 
外 表 标 记 液 面 高 度 ， 用 来 指示 加 热 蒸发 后 需 加 Msa WHKICHUR 
多 少 燕 饮水 。 

(2) 在 沸水 浴 或 微波 炉 中 加 热 直 至 琼脂 粮 完 人 溶解， 加 蒸 储 水 补充 至 原 体积 {200ml)。 
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(3) 将 溶液 冷却 至 50 和， 加 人 EB {10mgAml，4 仑 避 光 保存 】 使 线 浓 度 为 0.5ng/ml。 

(4) 将 十 净 疏 编 板 放 存 制 腕 命中 ， 用 胺 带 战 有 机 玻璃 接 板 把 制 胶 盒 两 端 用 住 。 然 后 放 
在 水 平台 上 ， 用 水 平 珠 调 平 。 

(5) 用 上 吸管 到 少量 莫 脂 糖 溶液 封 固 制 胶合 站 周 。 

(6) 封 间 证 室温 放置 5~10min， 节 制 胶 侈 一 端 约 Lem 处 插入 加 样 棒子 ， 使 栋 齿 在 靠近 
胶 一 端的 位 置 形成 如 样 筷 ， 调 季 梳 子 高 度 ， 使 耸 底 与 玻璃 板 间 有 卡 离 为 0.5 ~ 1.0mm， 然 后 
把 剩余 的 琼脂 糖 洲 液 倒 人 判 胶合。 

(7) 凝 胶 在 室温 下 凝固 30 ~ 45min, AE 4% FRO lOmin., 小 心 找 出 梳子 ， 去 除 两 端 
的 胶带 或 挡 板 ， 将 涂 腔 放大 电泳 树 。 

(8) 在 电泳 醒 两 端 加 1 x TAE, 使 缓冲 液 液 面 高 出 胶 面 约 Smm。 岂 极 缓冲 液 应 与 凝 胶 
缓冲 液 一 致 ， 如 果 电 福 汉 冲 液 与 涂 胶 中 的 离子 强度 不 - - 致 将 影响 DNA 片段 迁移 。 或 先 加 
电极 缓冲 液 至 胶 面 ， 将 DNA 样品 加 到 凝 胶 中 ， 电 5min i 上 DNA HARR PE., MHA 
的 电极 族 溃 液 ， 使 溶液 液 面 高 于 凝 腕 面 约 Smm。 

(9) DNA 液 中 加 1⁄10 体积 的 10 x 载 样 缓冲 滚 ， 混 合 ， 快 速 离心 15s， 使 溶液 全 部 汇 
集 管 底部 。 

(10) 可 样 前 要 用 吸 头 吹 打 凝 胺 和 孔 中 的 溶液 以 赶 走样 品 扎 中 的 气泡 ， 将 DNA 样品 加 和 
SER MEIL P. DNA i T APRE DITE E m i. DREEM A E R BERELE, a 
DNA HARET. FIE Am, ERLEA, Em, 

DNA 上 样 量 取 决 于 DNA # mk BRKE., S HAMERS, AF 0.5cm 宽 的 
WFL, Bka spa DNA 带 最 低 检 测量 为 2ng。 如 果 每 条 DNA 带 500ng， 会 发 生 带 型 拖 
尾 、 和 轮廓 不 清 的 超载 现象 。 酶 切 后 基因 组 DNA， 舍 有 很 多 DNA 片段 ， 上 样 20 ~ 30ug 会 明 
显 地 影响 分 辨 率 。 

对 于 标准 的 0.5em x O.5cm x 0.15cm 的 样品 筷 ， 最 大 上 样 体积 为 37.5 峰 。 若 样品 体积 
大 于 凝 胶 筷 体积 ， 会 导致 样品 游 出 ， 流 人 邻近 样 总 和 孔 造 成 样品 交 六 污染， 影响 结果 分 析 。 
和 如果 上 样 黄 多 ,可 将 凝 胶 制 作 厚 一 点 ,增加 上 样 孔 的 体积 ,或 者 将 样品 浓缩 成 较 少 溶液 体 


H 


2 O 




















(11) 电源 接 通 前 核实 正 、 负 电极 是 否 放置 正确 。 

(12) 接 通 电流 ， 观 察 正 、 人 负极 铂金 丝 是 否 有 气泡 发 生 ， 如 负极 的 气泡 《H 比 ) 比 正极 
的 气泡 (0) 钞 一 信 ， 则 表示 电泳 模 已 经 接 通 电源 ， 儿 分 钟 后 可 见 到 指 了 未 剂 省 酚 苏 向 正极 
移动 。 

(13) 用 万 用 表 测 量 并 调整 半 胶 端 电压 降 为 Syyem。 因 为 电泳 仪 上 数字 显示 的 输出 电 
压 ， 不 一 定 是 电 访 梢 两 极 之 闻 的 实际 电压 ， 以 万 用 表 测 量 凝 胶 两 端 电压 为 准 。 

(14) 根据 旋 酚 蓝 迁 移 情 况 ， 切 断 电 源 ， 取 出 凝 胶 ， 进 行 下 步 操作 。 售 EB ARER F] 
以 直接 于 繁 外 灯 下 观察 结果 或 拍照 记录 。 

加 省 乙 锭 的 凝 胶 在 电泳 过 程 中 ， 省 乙 锭 向 负极 移动 ， 与 DNA 的 泳 动 方向 相反 ， 较 长 
时 间 的 电泳 会 造成 靠 正极 方向 的 涂 胶 中 EB 含量 很 低 ， 导 致 小 分 子 量 DNA 片段 检测 困难 ， 
需 在 电泳 后 重新 将 凝 胶 在 0.5ng/ml EB 溶液 中 染色 30 ~ 45min。 

ŠER PIILA EB 进行 电 访 ， 便 于 随时 在 紫外 灯 下 观察 电 旋 状 态 。 但 EB 会 导致 线性 
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DNA 迁移 率 下 降 15%， 并 可 能 影响 DNA 带 型 的 整齐 ， 为 了 获得 整齐 、 狭 窄 的 DNA 带 型 ， 
最 好 在 电泳 后 进行 EB 染色 ， 

5.2.6 JE Pa F B£ BE ë B FB sk 

1. 概述 

PW REK his lk. EREA N, N. N. N- [QH EZ, —J (TEMED) 和 过 硫酸 
RITET, P06Bktik s e, EREKE, MASEK; N, N'- j PAR (Bis), Æ 
丙 酰 胺 链 就 会 交叉 连接 形成 凝 胶 。 凝 胺 的 网 孔 大 小 (和 孔径 ) 取决 于 聚合 链 的 长 度 与 交 联 的 
程度 ( 认 联 度 )}。 聚 合 链 的 长 度 取 决 于 聚合 反应 中 的 单 体 再 烯 酥 胺 (Acr) 的 浓度 ， 交 联 度 
取决 于 交 联 剂 (Bi) 的 含量 。 调 节 单 体 与 交 联 剂 的 浓度 比例 ， 可 形成 不 同 交 联 度 的 网 状 
柴 合 物 。 凝 腔 浓 上 度 和 交 联 上 度 的 计算 公式 如 下 : 


=- + x100 co - y> 10 
y kt y 


EP, x, y AA AAAA N, N- 亚 甲 双 丙 烯 酰胺 的 量 ，Y 为 体积 数 。 

交 联 剂 浓度 越 大 ， 网 孔 蕊 径 越 小 ， 适 于 DNA 沾 片 段 分 离 。 椒 问 浓 上 度 非 变性 内燃 酰胺 
凝 胶 的 分 离 能 力 见 前 表 5 -2。 

聚 雁 烯 栈 胺 凝 胶 与 琼脂 糖 肯 胶 相 比 有 4 个 主 归 优点 ， DIPPER, 500bp 以 下 的 仪 仅 相 差 
lbp 的 DNA 分 子 即 可 分 六; 地 所 能 装载 的 DNA 量 隐 这 大 十 琼脂 糖 秦 胶 ， 多 夺 10pg 的 DNA 可 以 
加 样 于 窜 丙 烯 酰胺 次 腔 的 一 个 标准 样品 模 {10mm x Imm) 而 不 致 显著 影响 分 辨 率 ; GA RTA 
酥 胺 效 胶 中 国 收 的 DNA 纯度 很 识 ; 电 聚 内 烯 酰胺 瞬 胶 无 色 透 明 ， 比 琼脂 糖 北 胶 的 此 外 绕 吸 收 
低 ， 抗 离 蚀 性 强 ， 机 械 强 度 高 ， 彻 性 好 。 常 用 于 PCR 扩 增 产物 的 分 离 检 测 。 

常用 的 上 案 内 烯 酰胺 北 胶 有 两 种 : 

(1) FERAM ER 用 于 分 离 和 纯化 双 链 DNA 片段 。 凝 胺 缓 溃 液 为 1 x 
TBE， 在 低 电 太 (1~8V/em) 下 电泳 ， 以 防止 电流 通过 时 产 牛 的 热量 引起 小 片段 DNA 的 变 
化 。 大 多 数 双 链 DNA 在 非 变性 聚 丙烯 酰胺 涂 胶 中 的 迁移 速率 大 略 与 其 太 小 的 lg 对 数值 成 
反比 ,但 迁移 率 也 受 其 硅 基 组 成 和 序列 的 影响 ， 以 致 大 小 完全 相 问 的 DNA 其 还 移 率 相关 
可 这 10 锅 。 这 是 由 于 发 链 DNA 在 特定 序列 上 形成 扭 结 造成 的 。 由 于 不 可 能 知道 一 种 未 知 
DNA 的 迁移 是 否 规则 ， 所 以 非 变性 聚 卡 燃 酰胺 效 胶 电泳 不 能 用 于 双 链 DNA 的 大 小 确定 。 

(2) 变性 聚 丙烯 酰 膀 瞩 腕 ”用 于 分 离 、 纯 化 单 链 DNA。 凝 胶 中 加 人 6 ~ 7mol/L REIF 
为 变性 剂 ， 阻 止 DNA 中 的 碱 基 配 对 。 变 性 DNA A Æ FEH TI A Bek BE BE P RTA E E JL E 
与 其 碱 基 组 成 太 序 列 完全 无 闫 ， 只 与 DNA 分 子 的 大 小 有 关 。STR 分 析 和 DNA 测序 反应 产 
1 AI py iq ER AE pt R P 56 Rk hk SE 2 o 

F Pd Ha B Hz SE Rz BJ e Pr RE imm Pl F, AOA 0.4. 0.75mm, PF BS BE Bz A p: zt Th 
而 导致 DNA BARRARE F, A e AER B) E E R 38 RA SEED 3 3. (H K T E 
胶 不 太 好 操作 ， 机 械 强 度 低 。 根 据 分 离 检测 的 DNA FEE F ASE. MERET AE 10 
~ 100em 之 间 。 对 于 只 是 为 了 人 确定 是 任 有 DNA， 可 以 采用 微型 从 丙 烯 酰胺 凝 胶 ; 为 了 分 离 
DNA， 尤 其 是 要 求 区 分 差异 较 小 的 DNA 片段 ， 如 STR - PCH 产物 的 检测 ， 应 采用 长 距离 凝 
Rik, WI 20cm ~ 40em 长 的 凝 胶 。 巢 丙烯 酰 胶 凝 胶 一 般 是 进行 垂直 电泳 ， 聚 丙 鼎 酸 胺 凝 
胶 的 制备 和 电泳 都 比 琼脂 糖 凝 胶 更 为 费事 。 








T% 





















































72 法 医 DNA 分 析 





2. 影响 半 胶 聚合 速度 的 因素 

BE e pihak iL Pie, 23 ikay s 3k E. Bë DG FSB SE pz Ay 8 ARREA 
E. MH 3 TSS B H3E, WE2pathesme s. EIk AN EE kak rp Ju A B| T| Z Bi A 
KOR EH TPE pD. RAAME JL p B R bb 83 Si B], MRES Aka 
(apacer) RAAR LARR, AAMER ATARAR, EA SU BE A d 8 E: 
于 凝 胶 顶 部 的 一 个 罕 层 甘 。 

凝 胶 聚 合 的 最 佳 温度 为 23 ~ 2 和 ， 灌 胶 前 要 注意 将 丙烯 酰胺 单 体 喧 存 液 、 浊 注 效 胶 
的 模具 置 室温 下 平衡 至 室 注 。 降 低温 度 明 显 减 慢 紫 腕 夷 合 ， 温 度 下 降 lC. RA mE gE 
长 2 分 钟 。 同 样 制 胶 条 件 下 ， 夏 天 肉 烯 酰胺 聚合 比 冬 天 快 ， 在 冬天 为 了 加 快 胶 的 谅 合 ， 可 
以 适当 增加 过 硫酸 锐 和 TEMED 用 量 ， 或 将 胶 放 人 37 人 的 温 箱 内 。 在 夏天 可 议 减 少 过 硫酸 
HA TEMED RE, ERREGER, 

引发 剂 和 催化 剂 的 用 量 决 定 凝 胶 聚 合 的 速度 ， 也 影响 凝 胶 的 质 基 。 增 加 过 硫酸 迄 或 四 
甲 基 乙 二 有 验 用 量 ， 将 使 丙烯 酰胺 娟 合 链 长 度 缩 得 ， 凝 胶 变 得 脆弱 而 失去 柔性 。 引 发 剂 用 量 
再 增加 至 一 定 程度 时 ， 聚 合 链 长 度 过 短 ， 讼 胶 聚 合 过 程 把 受 抑 制 。 引 发 剂 过 少 则 集 胶 组 
慢 ， 大 气 氧 越 来 越 多 地 进 人 单 体 溶液 抑制 聚 台 过 程 ， 结 果 胶 孔 增 大 ， 支 拉力 弱 而 易于 变 
形 。 因 此 ,， 道 过 改变 引发 剂 ， 催 化 剂 用 量 控制 陛 胶 速度 ， 保 证 完全 聚 胶 。 过 硫酸 繁 浓 度 一 
RERE 0.02% -0.50 Z0, EREE 30 ~ 40min 内 完成 。 在 加 样 前 预 电 泳 15 ~ 30min 可 
ERER PIET Bite R S ik H SEE. wk :bal g LIPE EZ DJ uj. 

pH (8 4 8 z BJ 5 8 5 5| RREK, HARRESE, WE q F RS ih, MER 
HFEA, BIR T7% SER ZE pH8.8 ARANT 30min， 在 pH3.3 BF3E S 3E 90min。 

J Bl SË E Er RRRA EDAR, chi S Ek EE n Si PP REE, Pi HS NEE h H F B3 
杂质 会 直接 影响 凝 腕 质量 。 丙 烯 酸 是 丙烯 酰胺 脱 氮 的 产物 ， 固 体 丙烯 酰胺 中 可 能 含有 丙烯 
酸 ， 单 体 贮存 液 放 置 时 间 过 长 ， 部 分 再 烯 酰胺 将 水 解 成 两 烯 酸 。 丙 烯 酸 也 能 与 丙烯 醇 胺 ， 
亚 甲 基 双 再 烽 酰胺 发 生 共 聚合 ， 结 果 使 部 分 的 凝 胶 区 域 的 pH 值 发 生 改 变 。 丙 烯 酰胺 试剂 
中 还 有 金属 离子 等 其 他 杂质 ， 都 会 引起 凝 胶 紊 合 不 良 或 襄 合 不 均匀 等 。 理 想 的 丙烯 酰胺 试 
剂 中 凋 烯 酸 含 量 应 在 0.05% 以 下 ， 配 成 5% 的 溶液 ,pH 值 不 应 低 于 5。 

TEMED 极 易 被 氧化 而 失去 催化 能 力 ， 试剂 中 车 污染 有 和 氧化剂 杂质 ， 溶 渡 明 黄色。 如 
果 无 法 得 到 无 色 透 明 的 试剂 ， 可 适当 增加 用 基 以 保证 凝 胶 聚 合 速度 。 过 硫酸 猎 容 易 吸 潮 ， 
溢 解 于 水 后 很 快 降解 并 失去 引发 胶 聚 合 的 作用 。 所 以 过 硫酸 答应 避 光 ， 和 干燥， 密封 条 件 下 
保存 ,过 葡 酸 和 化 次 液 以 当天 配制 为 好 ，45 条 件 下 保存 也 不 宜 超 过 一 周 。 

各 类 凝 胶 缓 冲 液 成 分 对 凝 胶 聚 人 台 无 影响 ， 如 尿素 不 干扰 说 丙 烯 酰胺 法 胶 的 豆 合 。 

3. 基本 技术 

垂直 电泳 模 装 置 见 图 5 - 5。 灌 胶 模 具 由 两 块 玻璃 组 成 两 人 出 边 各 有 一 厚 0.4 cm 或 
0.8cm 的 夹 条 ， 夹 条 的 厚度 即 诈 胶 的 厚度 。 凝 胶 液 灌注 一 定 高 度 后 ， 播 人 加 样 梳 ， 就 可 制 
成 加 样 横 防 格 ， 加 样 模 的 大 小 岂 加 样 梳 此 的 宽度 决定 。 

(1) 试剂 准备 : 丙烯 酰胺 贮备 液 浓 度 T 30% (Acr: Bis = 29:1)， 电 泳 缓冲 液 为 1 x TBE 
或 0.5xTBE， 凝 腕 多 采用 过 硫酸 锐 - TEMED 系统 。 

(2) HE: 淮 备 好 合适 的 玻璃 板 、 夹 条 、 梳 子 。 玻 璃 板 要 清洗 干净 以 防 灌 腔 时 产生 气 
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泡 ， 从 边缘 拿 取 以 免 型 脏 玻 璃 板 的 工作 区 。 制 胶 
模具 两 块 防 璃 间 的 两 长 边 各 夹 一 长 夹 条 ， 两 侧 边 
用 强力 夹 来 紧 。 根 据 模具 的 体积 按照 表 5-7 计 
算 所 需 的 配置 胶 液 的 用 量 。 丙 烯 酰胺 、 亚 甲 基 双 
丙烯 酰胺 、TBE 及 超 纯 水 等 加 入 充分 混 匀 后 ， 加 
A TEMED 和 10 扣 过 祯 酸 胺 洲 液 ， 混 多 。 用 加 样 
器 小 心 吸取 上 述 深 液 ， 加 入 到 两 玻璃 板 间 的 空隙 
处 ， 直 至 离 顶 部 0.3cm 左右 。 立 即 插入 加 样 杭 ， 
ZA FEE 30 ~ 60min。 小 心地 取出 加 和 样 梳 ， 用 
水 冲洗 加 样 孔 。 

(3) 将 已 聚合 胶 板 连同 玻璃 板 装 上 电泳 槽 ， 图 5_5 垂直 凝 胶 电 沪 
上 下 槽 内 注 人 1 x TBE, HERR, LRR, 
下 槽 接 正 极 ， 控 $-~ 10V/em 场 强 设 置 电压 。 根 据 载 样 缓冲 液 染 料 迁 移 部 位 确定 样品 DNA 
相对 位 置 ， 终止 电泳 。 

(4) 取 下 模具 及 凝 胶 ， 用 刀片 手下 上 屋 玻 璃 ， 进 行 DNA 染色 ， 


表 5-7 WI SSREESEBEBU IJ 【每 100ml RRRA) 
THRE (H) 的 凝 胺 种 成 分 玫 量 (ml) 











试剂 3.5 5.0 8.0 12,0 20.0 
30% FARE 11.6 16.6 26.6 40.0 66.6 
H,0 67.7 62.7 52.7 39.3 12.7 
5 x TBE 20.0 20.0 20.0 20.0 20.0 
10% ER 0.7 0.7 0.7 0.7 0.7 
TEMED 35ul 3581 351 351 351 


电极 缓冲 液 可 以 反复 使 用 几 次 ， 只 是 后 来 电极 缓冲 液 的 离子 强度 增加 ， 电 流 要 比 新 的 
缓冲 液 大 。 

垂直 平板 涂 胶 电 这 制 备 涉及 玻璃 板 的 清洗 、 准 备 制 胶 模 具 、 配 制 胶 液 MEERE 
固化 等 ， 过 程 元 长 繁 楷 ， 劳 动 强度 大 、 费 时 ;丙烯 酰胺 具有 极 强 的 神经 毒性 ， 通 过 皮肤 吸 
收 ; 平板 此 胶 电泳 上 样 时 手动 加 样 ， 必 须 十 分 小 心 ， 以 免 泳 道 间 互相 和 干扰， 影响 结果 分 
析 ， 市 且 工 作 强 度 大 。 

5.2.7 DNA 片段 的 检测 (显现 ) 

DNA 片段 是 无 色 无 味 的 分 子 ， 肉 有 眼 无 法 观察 到 ， 需 要 通过 一 些 手段 显现 后 才能 观察 
到 。 显 现 的 方法 主要 有 :， (1) 结合 荧光 省 化 乙 锭 ; (2) 银 染 ; (3) 放射 性 同位 素 标记 ; 
(a) 非 同 位 素 标 记 ; G) 摊 人 荧光 素 标 记 。 前 二 种 显 色 方法 ，DNA 分 子 在 电泳 前 不 需要 
经 过 任何 处 理 ; 后 面 的 三 种 方法 在 电泳 前 需 对 DNA 分 子 经 过 特殊 标记 处 理 。 

1. 省 化 乙 锭 

省 【化 ) LEE (ethidium bromide, EB) 是 一 种 荧光 物质 ， 带 有 蔡 环 结构 ， 这 种 仿 平 分 
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TERA DNA 双 链 的 配对 碱 基 之 间 ， FERRET, AMEER, WERE 
灯 源 于 两 个 方面 ， 一 是 DNA ri T 260nm 的 紫外 线 后 将 能 量 传 递 给 EB， 二 是 结合 在 
DNA 分 子 中 的 EB 本 身 ， 主 要 吸收 波长 为 300nm 和 360om 的 紫外 线 的 能 量 ， 来 源 于 这 机 方 
面 的 能 量 ， 电 终 激 发 EB 发 射出 被 长 为 590nm 的 可 死 光谱 红 权 区 的 红色 荧光 。FR - DNA 复 
合 物 中 的 EB 发 出 的 荧光 ， 比 游离 的 许 胶 中 的 EB 本 身 发 射 的 荧光 强度 大 10 倍 ， 因 此 不 需 
要 洗 兆 背 景 就 能 较 清 楚 地 观察 到 DNA 的 电泳 谱 带 。 若 DNA 量 很 少 ， 而 EB 的 背景 太 深 导 
致 谱 带 看 不 请 楚 ， 可 将 凝 腕 浸泡 于 Immo/L MgSO, 中 1h 或 10mmol/L MgCl, 中 Smin， 使 非 
结合 的 EB 褪色 ， 减 少 未 结合 的 EB 产生 的 背景 荧光 ， 这 样 可 检测 到 10ng 的 DNA 样品 。 

一 般 采 用 在 族 胶 或 电扇 缓冲 液 中 加 人 终 浓 度 为 0.5hgvml EB 的 染色 方法 ， 在 电泳 过 程 
中 可 随时 观察 DNA 的 迁移 情况 但 是 由 于 EB # EnH., Td DNA 分 子 的 负电 苛 ， 同 时 
ERRAI F DNA 分 子 的 刚性 ， 使 迁移 率 减 慢 ， 内 此 不 宜 用 于 检测 DNA 分 子 大 小 的 凝 
胺 电泳 。 利 用 效 胖 电泳 比较 或 测定 样品 DNA 含量 ， 也 不 家 在 购 胶 中 直接 加 入 EB， 因为 游 
离 的 EB 分子 向 负极 注 动 会 使 样品 中 前 后 各 条 带 染 色 不 均匀 ， 影 响 定量 。 因 此 应 在 电泳 后 
将 凝 胺 当 入 0,5pg/ml 的 EB 水 溶液 中 10min 进行 染色 。 

EB 见 光 易 分 解 ， 应 放 在 棕色 试剂 瓶 中 于 4 人 乞 条 件 下 保存 。 染 色 时 也 应 避 光 。 电 泳 后 
应 立即 染色 观察 或 拍照 记录 。 若 不 能 马上 拍 眶 本 用 保鲜 膜 或 塑料 黎 封 好 ， 在 4 民 保 在 。 单 
HE DNA 分 子 中 常 存在 自身 配对 的 双 链 区 ， 也 可 能 人 EB 分子, REARED, R, 
其 最 低 检 出 量 为 0,1pg。 

不 同 波 氏 的 紫外 线 光 源 激发 EB 产 色 荧光 的 灵敏 度 不 同 ， 短 波 254nm 的 紫外 线 是 由 
DNA 吸收 后 传递 给 EB, RREH, U DNA 的 损害 作用 最 大 ， 会 造成 DNA 链 断 裂 或 形 
成 喀 啶 二 符 体 ， 照 射 时 间 过 长 还 会 引起 褪色 效 炭 ，300nm 和 360nm 的 紫外 线 主要 由 EB 分 
子 直接 吸收 ， 对 DNA 的 断 链 和 二 聚 体形 成 影响 较 小 ， 污 色 效 应 轻 。 根 据 不 同 目 的 要 求 ， 
可 选用 不 同 波长 的 光源 5-8). 


表 5-8 不 同 波长 的 光源 与 EB 显 色 效果 


























e |, 光 损 伤 效 应 w 
波长 mm) HE ~ 产生 断 玫 多 ERER EIR HR f 329 Jar 
254 HA 多 £ 严重 

300 最 高 ,是 254nm 的 1.5 信 较 少 ,是 254nm 的 1A15 是 254nm 的 1784 较 微 

366 低 ,是 254nm 的 1⁄5 最 少 ,是 254nm 的 1775 无 几乎 不 褪色 


也 可 以 用 SYBR Green fÜ ËË FB, SYBR Green 是 一 种 新 型 理光 染料 ， 激 发 波长 为 490nm， 
发 射 波长 为 520om， 灵 敏 度 更 锅 ， 染 色 时 间 可 编 短 到 Smin。 

2, 银 染 

Ar 与 DNA 形成 稳定 复合 物 ， 然 后 甲醛 使 Ag* 述 原 成 银 颗 粒 。 硝 酸 银 等 试剂 可 使 豪 再 
ARER LARE, MSE DNA 及 RNA 都 染 成 黑 ( 棕 ) 褐色 。 

RREA x< Sk RE I FB 染色 高 200 AEA, 在 小 于 O0.5mm 厚 的 凝 胶 中 ， 能 检测 出 
0.5ng BJ RNA。 其 缺点 是 特异 性 不 强 ， 也 能 染色 蛋白质 ， 并 和 去 污 剂 有 反应 产后 类 似 DNA 被 
染 成 的 颜色 。 染 色 的 深浅 与 DNA 碱 性 组 成 有 关 ， 与 核酸 的 含量 不 成 正比 ， 定 量 不 准确 。 
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银 与 DNA 稳定 结合 对 DNA 有 破坏 作用 ， 不 适 于 DNA [R| BJ hA SJ Ea bk , 

# ik. 用 固定 液 《10 久 乙酸 ，5 和 乙醇 ) 室温 固定 10min 后 ， 小 心 倒 去 固定 液 
去 高 子 水 洗 凝 胺 两 次 ， 每 次 数秒 ; 用 染色 液 (l2mmol/I AgNO) 室温 染色 30min， 期 间 要 
不 断 播 动 至 此 胶 沉 信 湾 获 中 ;小心 便 去 巢 色 液 ， 用 去 离子 水 洗 此 胶 两 次 ， 每 次 数秒 ; 再 用 
PER (2.65%NaC0,, 0.04% PE) TE 5- 10min， 其 间 不 断 播 动 ， 直 至 看 到 清 断 的 谱 
带 ; 最 后 用 10 和 乙酸 洲 液 停 星 ， 凝 胶 照 相 记 录 结 果 ， 干 腕 保存 。 

银 当 过程 中 ， 不 能 用 手 直接 接触 凝 胶 ， 应 始终 戴 一 次 性 手套 操作 ， 每 更 换 一 种 游 液 , 
REM- RFE, EURER EARR; 在 倒 去 溶液 或 用 水 洗 胶 时 要 小 心 ， 可 用 戴 手 
套 的 平 指 压 住 胶 一 端 ， 防 小 凝 腕 消 人 人 水池; 万 一 胺 滑 入 水 池 ， 用 多 次 超 纯 水 洗 凝 胺 ， 冲 去 
泪 在 胺 上 的 杂质 ， 尽 可 能 降低 背景 。 

凝 胖 染色 过 程 中 所 有 试剂 均 应 用 想 纯 水 “18MQ) Ei, WA PRAE GA cC, wE 
含有 Cl ， 度 腕 变 得 不 透明 、 谱 带 等 变 成 乳白 色 。10 名 乙酸 固定 后 不 充分 洗 去 乙酸 ， 银 染 
基色 后 带 强 度 弱 ， 或 有 时 加 入 停 显 液 后 凝 胺 迅速 由 淡 黄 色 转 成 村 红色 ， 看 不 到 谱 带 。 因 此 
一 定 要 把 乙酸 溶液 冲洗 干净 。 

显 色 反应 需 在 碱 性 环境 中 ，1 驶 Na0H 可 以 代替 NaCO;， 使 显 色 反 应 加 快 ， 但 有 时 也 会 增加 
背景 郑 色 。 如 果 显 色 上 反应 在 酸性 环境 中 ， 则 Agt 不 能 被 还 原 ，DNA 谱 带 显现 不 出 来 。 

EDERA AgNO 湾 液 可 以 反复 使 用 多 次 ， 只 是 染 包 时 间 要 适当 延长 ， 灵 敏 度 下 降 。 

3. 放射 性 同位 素 与 酶 化 学 反应 检测 法 

利用 标记 技术 将 放射 性 局 位 素 如 PY 或 生物 素 直 接 标 在 底 物 或 反应 的 引物 上 ， 使 PCR 
扩 增 产物 带 上 放射 性 同位 素 或 生物 素 标记 ， 随 后 根据 所 带 的 标记 进行 自 显影 或 酶 化 学 反应 
检测 DNA 片段 ; 或 者 是 转移 在 尼龙 膜 上 DNA 与 带 同 位 素 或 非 同 位 素 标记 探 针 通过 杂交 结 
合 ， 进 行 检测 。 后 者 详细 内 容 可 以 参见 分 子 杂 交 部 分 。 

4. 荧光 标记 检测 法 

荧光 染料 由 于 舍 有 共 粥 双 键 易 吸收 戎 发 光 ， 被 濑 发 到 高 能 态 (激发 春 }， 但 油 发 态 极 
不 稳定 ， 当 胎 迁 回 到 基态 时 ， 多 余 的 能 量 以 发 光 的 形式 释放 出 来 。 用 仪器 如 光谱 仪 、 荧 光 
扫描 仪 可 以 记录 发 出 的 光 信 号 。 将 荧光 染料 标记 在 DNA 片段 ， 根 据 片段 所 带 的 特征 荧光 
受 激 发 后 发 出 的 芝 光 信号 可 以 检测 DNA 片段 。 关 于 荣光 标记 的 更 多 内 容 参 多 STR 章节 。 


5.3 毛细管 电泳 


5.3.1 原理 与 基本 特点 

毛细 管 电泳 (capillary electrophoresis, CE) 是 80 年 代 后 期 迅速 发 展 起 来 的 一 项 新 的 电 
号 分 离 技术 ， 是 在 毛细 竺 内 进行 电泳 。 它 与 平板 凝 胶 电 访 相 比 ， 有 共有 以 下 六 个 方面 的 特 
点 : 一 是 DNA 样 蝇 加 样 、 分 离 和 检测 全 部 自动 化 ; 二 旦 高 效 、 快 速 ， 毛 细 管 散热 快 ， 可 
以 应 用 高 压 电源 分 离 ，DNA 片段 分 离 时 间 太 大 缩短 ， 由 平板 电泳 的 数 小 时 变 为 毛 纲 管 电 
泳 的 几 分 钟 ; 三 是 微量 ， 样 品 用 量 极 少 ， 利 于 样品 重复 检测 ; 四 是 定量 准确 ; 五 是 每 次 每 
道 毛细 管 只 分 离 一 个 样品 ， 分 离 完 一 个 样品 后 重新 自动 灌注 新 的 胶 液 分 离 下 一 个 样品 ， 不 
需要 追踪 校正 祥 品 的 电泳 泳 道 ， 也 设 有 因 样 品 问 册 于 加 样 不 当 引 起 的 交叉 污染 ; Zç SEE En 
分 离 与 检测 一 体 完 成 ， 不 需要 扫描 凝 胶 图 。 
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毛细 管 电 瀛 的 缺点 ; -是 通 量 问题， 单 道 毛细 管 一 次 只 能 分 析 一 个 样品 ， 不 适合 大 规 
模 的 分 析 ， 多 道 毛 甸 管 电泳 可 以 克服 这 点 ， 但 多 道 毛 细 管 电泳 带 米 的 问题 是 造价 高 ， 二 是 
就 和 前 的 仪器 而 言 ， 一 台 机 器 上 不 太 适 合同 时 进行 基因 分 型 和 测序 ， 因 为 STR 分 析 与 测 
序 的 毛细 管 长 度 和 胶 液 型 号 不 同 ， 它 们 不 兼容 ， 厅 能 通用 。 如 果 要 交替 进行 STR 分 型 和 
测序 ， 不 断 更 换 毛 细 管 和 胶 液 ， 这 种 操作 对 毛细 管 的 寿命 不 利 ， 也 浪费 胶 液 。 

5.3.2 毛细 管 电泳 的 主要 设备 及 功能 

毛细 管 电泳 设备 由 石英 毛细 管 、 样 品 进 样 系统 、 高 压 电源 和 检测 系统 四 部 分 组 成 (图 
5 - 6)。 高 计 电 源 包括 二 个 缓冲 滚 权 和 连接 高 压 的 二 个 电极 ， 检 测 系统 包括 激光 激发 器 和 
奖 光 检测 器 及 负责 进 样 和 数据 收集 的 计算 机 系统 。 


which 
拨 离 了 激光 器 
i 一 





缓冲 液 gri 
( 样 m 计算 机 收集 数据 


图 5-6 毛 库 管 电 泳 示意 图 


毛细 管 是 其 十 分 重要 的 部 件 ， 一般 内 经 为 50 ~ 100pm， 长 20 ~ 100cm。ABI310 的 用 于 
STR 基因 分 型 的 毛细 管内 径 为 20pm， 长 为 4 委 cm， 用 于 测序 的 毛细 管 为 下 sm。 材料 为 熔融 
石 黄 毛 细 管 ， 石 黄 材 料 物理 化 学 性 质 稳定 ， 有 和 良好 的 传 热 、 散热 功能 ， 对 紫外 钱 无 吸收 作 
用 。 管 外 涂 有 一 层 聚 亚 胺 保护 层 ， 使 毛细 管 具 有 一 定 的 柔性 而 不 易 折 疡 。 涂 层 不 透 光 航 得 
毛细 管内 的 检测 ， 因 此 在 接触 激光 激发 部 位 的 毛细 管 去 掉 涂 层 ， 暴 露出 毛细 管 。 毛 细 管 内 
壁 一 般 没 有 保护 层 ， 直 接 与 缓冲 液 ， 游 质 或 凝 腕 介质 接触 。 与 常规 的 凝 胶 电 泳 比较 ， 毛 细 
管 电泳 的 最 大 优势 是 散热 快 。 由 于 毛细 管内 径 小 ， 表 面积 与 体积 比 大 ， 易 散热 ， 保 持 分 离 
的 高 效 ; 内 径 细 ， 电 福 阻 力 大 ， 加 高 声 强 仍然 可 维持 较 小 电流 、 减 少 自 热 。 和 毛细管 高 场 强 
使 毛细 管 电泳 有 高 分 辩 率 及 缩短 检测 时 间 的 明显 优点 。 但 内 径 越 细 ， 会 增加 毛细 管 的 侧面 
积 与 体积 之 比 ， 不 利于 吸附 的 指 制 ， 而 且 又 会 造成 进 样 、 检 测 和 清洗 的 困难 。 

影响 毛细 管 长 度 的 两 个 因素 是 峰 的 分 辩 率 与 分 离 时 间 。 一 般 ， 毛 细 管 越 长 ， 分 辩 率 越 
好 ， 分 离 时 间 越 长 。 

对 于 毛细 管 电 访 有 两 个 测量 长 度 是 十 分 重要 的 ,一 是 检测 长 度 〈Ldet)， 指 的 是 从 
样品 加 样 口 到 激光 检测 口 的 距离 ， 另 一 个 是 毛细 管 总 长 《Liot) ， 即 样品 从 进 样 到 出 口 的 距 
离 。 改 变 Ltot， 影 响 CE 系统 的 电场 强度 ， 而 减 短 Ldet， 提 高 分 离 速度 。 理 论 上 ， 最 佳 点 
是 Ldet 与 Liot 越 接 近 越 好 ， 但 是 仪器 空间 限制 Ldet 要 比 Ltot 短 Tem 或 ?em £. T EE II 
是 电泳 电极 不 可 能 与 检测 器 换 得 太 近 ，ABD310 上 检测 窗口 国定 在 离 缓 冲 液 出 朵 ilem 处 ， 
因此 Ldet 为 30 em, PE 公司 配 有 二 种 毛细 管 47cm 和 61cm， 短 的 那 种 用 于 STR 基因 分 型 等 
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基因 扫描 ， 对 分 离 速 度 的 要 求 比分 辩 率 更 高 ， 能 以 极 快 的 速度 分 离 片 段 。 较 长 的 毛细 管 对 
DNA 测序 更 合适 ， 因 为 对 于 分 离 只 相差 lbp 的 两 较 大 片段 ， 高 的 分 辩 率 是 首位 ， 而 对 于 分 
离 时 间 的 要 求 只 是 次 要 的 。 

ABI31I0 中 的 毛细 管 的 内 层 有 或 没有 其 价 结合 的 内 层 保 护 层 。 许 多 用 于 毛细 管 电泳 的 
EAE AFNEEM, HERA (electro - osmotic flow，EOF)。 当 pH 大 于 6 时 , A 
英 带 负电 荷 ， 熔 融 右 英 的 毛细 管内 层 带 负电， 米 自 毛细 管内 的 溶液 的 正 电 荷 产 生 EOF, iF 
负电 荷 的 毛细 管 壁 形成 双 层 ， 在 电场 作用 下 ， 双 层 中 的 阳离子 向 阴极 〈 进 人口 ) 移动 ， 带 
动 可 溶 分 子 向 同一 方向 移动 。 

EOF 在 另 一 相反 的 方向 ， 与 DNA 分 子 的 移动 一 致 。EOF 在 很 大 程度 上 取决 于 环境 参 
数 ， 比 如 pH， 温度 、 电 压 和 缓冲 液 的 粘度 。 因 此 ， 为 了 保证 DNA 片段 分 离 的 重复 性 ， 必 
须 包 埋 毛 细 管 的 内 壁 以 除去 EDF。 有 两 种 主要 和 包 埋 方法 : 带电 的 硅烷 基 团 的 化 学 衍生 或 才 
和 粘性 多 聚 体 咨 液 的 线性 包 埋 。ABH10 毛细 管 电 泳 系统 的 毛细 管 一 般 内 壁 没有 用 硅烷 基 团 
包 埋 ， 而 是 用 能 进行 DNA 分 离 的 POP - 4 多 票 体 溶 液 线性 包 埋 毛细 管内 层 ， 防 直上 EOF, 

样品 进 样 系统 有 两 种 ， 电 迁移 《或 称 电 动力 ) 进 样 和 水 压 式 注入。 电 迁移) 进 样 方 
A: 毛细 管 先 不 和 缓冲 液 接触 ， 而 直接 置 于 样 蕴 溶液 中 ， 然 后 在 很 短 时 间 内 施加 进 样 电 
压 ， 利 用 了 电场 力 的 作用 ， 样 唱 中 各 组 分 依 其 离子 电荷 和 迁移 率 不 同 有 选择 性 地 注 人 毛细 管 
内 。 流 体 动 力学 (水 压 ) 式 基 将 毛细 管 的 注 人 端 浸入 样品 液 中 ， 施 加 压力 或 真空 力 ， 样 品 
溶液 无 选择 性 地 进入 毛细 管 。 目 前 的 仪器 上 都 配 有 自动 进 样 装置 ， 实 验 入 员 通 过 进 样 时 间 
与 样品 的 浓度 决定 进 样 量 。310 基因 分 析 仪 是 利用 电动 进 样 模式 进 样 。 

毛细 管 电 泳 的 高 压 电源 可 提供 15 kv 和 30kv，200 ~ 250mA 的 直流 电 ， 并 能 根据 需要 改 
变 正 、 抽 极 的 方向 。 电 泳 时 一 般 采 用 恒 压 输出 条 件 ， 但 如 果 电 泳 时 恒温 控制 不 理想 ， 可 改 
用 恒 流 电 注 。 因 为 温度 控制 是 毛细 管 电泳 的 基本 条 人 忻 ， 如 散热 不 良 ， EMRA RELH 
1% ， 会 引起 电泳 缓冲 液 精 度 出 现 2 免 ~ 3 名 的 差异 ， 进 而 影响 样品 的 迁移 率 。 

毛细 管 电泳 的 检测 采用 柱 上 检测 ， 检 测 系统 利 用 紫外 、 荧 光 和 电化 学 等 检测 器 ， 紫 外 和 检 
测 屡 和 荧光 检测 器 是 目前 使 用 最 广 的 两 种 检测 手段 。 检 测 器 一 般 位 于 毛细 管 的 远 端 4/5 处 ， 
紫外 检测 器 的 灵敏 度 相 对 低 一 些 ,， 但 是 它 的 通用 性 好 ， 适 于 各 种 有 紫外 吸收 的 分 子 检测 。 荧 
光 检 测 器 灵敏 度 高 ， 检 测 下 限 可 达 10- “mol 级 ， 用 激光 诱导 的 荧光 检测 器 灵敏 度 更 高 。 目 前 
用 于 DNA 分 析 的 毛细 管 是 利用 激光 诱导 的 荧光 检测 。 另 外 还 有 电化 学 、 激 光 热 化 学 以 及 质 
谱 检测 器 等 。 

5.3.3 毛细 管 的 填充 物 

毛细 管内 的 填充 物 有 高 粘度 交 联 的 京 丙 烯 酰胺 ， 这 种 沟 胺 毛细 管 柱 制备 困难 ， 寿 命 
得 ， 而 且 管内 空间 有 限 ， 渐 渐 被 具有 同样 得 分 作用 的 低 粘度 的 线性 聚合 物 洲 液 代 蔡 ， 称 这 
种 电泳 为 毛细 管 无 胺 第 分 电泳。 多 聚 溶液 对 CE 的 DNA 分 离 其 有 重要 作用 ， 多 事物 的 类 型 
和 浓度 决定 于 分 辩 率 。 目 前 PE 公司 生产 的 POP4，POP6 就 是 一 种 液体 的 胶 液 ， 灌 胶 方 便 。 
POP -4 和 POP -6， 分 别 代表 perfomance optimized polymer 线性 深度 4 名 和 6 够 的 非 交 联 的 二 
甲 基 聚 丙烯 酰胺 。 溶 液 中 含有 高 浓度 的 尿素 ,使 DNA 变性 。 

POP -4 通常 用 于 STR 分 型 ，POP -6 的 粘度 高 ， 电 泳 时 间 延 长 ， 分 辩 率 提高 ， 应 用 于 
测序 。 在 注射 每 个 新 样品 挤 都 要 更 换 多 紊 液 ， 即 重新 从 注射 器 中 泵 到 毛细 管 中 ， 这 个 过 程 
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类 似 于 在 样品 加 到 胶 前 重新 自动 汐 制 些 胶 板 。 每 次 分 离 样品 只 需 儿 下， 一 满 管 注射 器 的 胶 
浪 可 广电 泳 分 离 100 sk SE £ T PF ñu + 

5.3.4 6 30 8 ERX 

目前 已 有 商品 毛细 管 电 汶 仪 ， 例 如 ABI 公司 产品 Prism 310 菇 因 分 析 仪 ， 为 单间 毛细 
管 电 试 。 配 有 GeneScan 和 GeneTyper 丙种 软件 ， 既 能 作 DNA 序列 测定 ， 也 能 作 STR 基因 座 
分 型 。PCR 扩 增 产物 自动 进 样 ,结果 自 动 检测 记录 ， 分 辩 率 达到 -一 个 性 基 的 差异 ， 分 型 准 
确 ， 探 作 简 单 ， 己 成 为 常规 检测 仪器 。 该 仪器 改进 型 Prism 310， 安 装 有 16 TEMES, 
适用 于 大 规模 群体 调查 。 


5.4 斑点 杂交 


斑点 杂交 (dot blot) 是 检测 DNA 片段 的 另 一 种 方法 ,利用 与 待 测序 列 互 补 的 赛 核 上 
酸 探 针 杂交 检测 样品 的 序列 。 将 DNA 变性 后 直接 点 样 于 硝酸 纤维 腊 或 尼龙 膜 上 ， 或 通过 
总 样 器 加 样 ， 称 为 斑点 印迹 法 《图 5 -7)， 常 用 于 基因 组 中 序列 多 态 性 检测 及 定量 研究 ， 
对 于 那些 长 度 相间 但 序列 不 同 的 DNA 片段 ， 电 泳 方法 很 难 将 它们 分 离 ， 可 以 利用 琳 交 方 
法 将 它们 分 离 、 检 测 。 其 缺点 是 不 能 鉴定 所 洞 基因 的 分 子 量 。 根 据 杂 交点 的 形状 分 为 斑点 
印迹 法 与 狭 链 印迹 法 (slot blot)。 王 点 印迹 为 贺 形 ， 而 狂 颖 印迹 为 线 状 (图 5 - 8). 一 般 
说 来 ， 前 者 更 为 清晰 ， 定 量 更 为 准确 。 随 着 斑点 技术 推广 应 用 ， 也 可 将 序列 特异 的 探 针 先 
点 在 膜 上 ， 用 待 测 的 DNA 片段 带 上 标记 ， 进 行 条 交 分 析 ， 此 种 杂交 被 称 为 “ 反 向 杂交 ”。 
反 同 杂交 的 优点 是 一 次 杂交 可 以 同时 进行 多 项 分 析 、 多 个 序列 分 析 ， 简 便 、 快 速 、 省 时 。 
斑点 傈 交 膜 制备 与 检测 方法 同 本 章 5.1.1 (3) 部 分 。 



































图 5~7 斑点 印迹 示意 图 图 5-8 斑点 杂交 图 谐 








第 六 章 ”限制 性 酶 切 和 分 子 杂 区 79 





第 六 意 ”限制 性 酶 切 和 分 于 杂交 





DNA 限制 性 隆 切 和 分 子 杂 交 技 术 ， 不 仪 应 用 于 限制 性 内 切 酶 片段 长 度 多 驴 性 分 析 ， 
而 且 自 前 还 广泛 应 用 于 序列 多 态 性 检测 ， 已 成 为 法 医 DNA 分 析 常 用 的 基本 技术 之 一 ， 


6.1 限制 性 内 切 酶 酶 切 


6.1.1 概念 

限制 性 核酸 内 切 酶 (restriction endonucleases, RF) (简称 限制 酶 1)， 是 微生物 体内 一 种 
水 解 酶 ， 它 能 识别 特异 性 的 DNA 序 处 ， 并 在 其 识别 序列 内 水 解 磷 龄 二 酯 键 ， 将 DNA 切 成 
较 小 的 片段 ， 栈 切 后 的 DNA 片段 的 3 端 为 碰 酸 基 团 P，3' 端 为 羟基 - OH。 这 类 限制 酶 已 
成 为 当代 核酸 研究 中 不 可 缺少 的 工具 酶 。 

1968 年 瑞士 巴塞 尔后 物 研 究 中 心 Arber W 352 E B aK A K.H FFES B 株 细胞 中 部 分 纯化 
了 工 型 限制 性 内 切 酶 。1970 F, EAn E £ HERON U BJ Smith HO 和 Wileox KW 在 世界 
上 第 一 个 发 现 了 开 型 限制 性 内 切 酶 一 Hind T 。 他 们 用 DNA 黏度 测定 法 证 实 了 流感 嗜 而 杆 
É d (Haemophilus influenzae d) 的 细胞 提取 物 ， 可 以 降解 咽 菌 体 P22 的 DNA， 但 不 能 降解 
EGAKI DNA, Smith 等 人 提纯 了 这 个 DNA 水 解 酶 ， 并 鉴定 了 它 的 识别 特异 性 和 切割 位 
点 。 其 特异 性 和 切割 位 点 是 : 























5 — GpToPy ç pPupApC — 3' 
3 — CpApPup $ PypTpG — 5' 
限制 性 内 邹 酶 主要 在 在 于 原核 细胞 中 。 它 们 分 布 很 广 ， ARTER, WM Ava I 
和 Nspl; 有 的 来 自 于 革 兰 氏 阳 性 菌 的 嗜 认 杆菌 〈 如 Hinc, Hindi). WARA (Sau3A 
IT)、 革 兰 氏 阴性 菌 的 太 肠 杆菌 (EcoRI, EcoRV); 还 有 来 自嘲 酸 热 支原体 (Thermoplas- 
ma acidophilum, Tha I ) 等 类 微生物 。 截 至 1985 年 已 从 350 多 种 微生物 中 发 现 了 498 种 限 
市 酶 ， 能 识别 108 PRA PAi H F A 
6.1.2 命名 
1973 年 Smith HO 等 所 出 了 限制 酶 的 命名 原则 : (1) 以 限制 酶 米 源 的 微生物 的 学 名 进 
行 命 名 ， 多 采用 3 个 字母 ， 取 其 属 名 的 第 一 个 字母 (大写) 和 和 种 名 的 前 两 个 字母 (小写); 
(2) 大 微生物 有 不 同 的 变种 或 标 系 ， 再 加 上 变种 或 株 系 的 第 一 个 字母 ， 需 大 写 ; 同一 种 菌 
中 发 现 多 种 限制 酶 ， 则 依照 发 现 和 分 高 的 前 后 顺序 用 罗马 数字 表示 。 例 如 从 大 肠 杆 蓝 
{Fecoli) R 株 提 取 的 第 一 种 限制 酶 ， 命 名 为 EcoRI. Eco AAt A Escherichia coli W 4 p9 
前 3 个 字母 ，R 为 其 菌株 名 (RY)， 工 表示 此 酶 是 从 大 鹏 杆菌 R 株 中 提取 到 的 第 一 个 酶 。 
6.1.3 限制 性 内 切 酶 的 分 类 
限制 性 内 切 酶 有 数 百 种 ,它们 有 着 共同 的 特性 ， 只 降解 双 链 DNA AT, 不 切 单 链 
DNA 分 子 ; 每 种 酶 有 其 特定 的 核 背 酸 序 处 识别 特异 性 ; 酶 的 活性 需要 二 价 金属 MZ 激活 。 
但 是 不 同 的 酶 之 间 存 在 较 大 的 差异 ， 这 些 差 江 主要 表现 在 : 有 些 酶 不 仅 要 Mg * ， 还 需要 
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其 他 辅 因子 的 油 活 ;切割 位 点 和 识别 序列 间 的 中 离 不 同 ， 有 的 内 切 酶 同时 具有 甲 基 化 活 
性 。 根 据 限 制 酶 的 识别 序列 、 切 制 特征 、 催 化 条 件 、 以 及 是 否 有 修饰 酶 活性 等 这 些 差异 ， 
PRASAT, N, TEZ% ( 表 6-1)。 通常 所 指 的 限制 性 内 切 酶 是 卫 型 酶 。 它 
们 能 识别 双 链 DNA 的 特殊 序列 并 在 该 序列 内 进行 切割 ， 能 产生 特异 性 的 DNA 片段 。 因 此 
是 型 酶 是 基因 工程 中 有 用 的 DNA 前 切 酶 。 








表 65-1 三 类 限制 性 内 切 酶 的 特性 
内 切 酶 的 类 型 
I I ~ 

DNA 底 物 ALEE DNA 双 链 DNA A DNA 
辅 因子 Mg ATP ,SAM Mg M ,ATP 
识别 序列 特异 特异 特异 
切割 位 点 非特 定 ( 于 识别 序列 前 ”特定 《位 于 识别 序列 ”特定 【《 切 点 在 识别 序列 

后 100~1000bp 范围 内 ) ZP PRAE) Zi 25 ~ 27 bp 位置 上 ) 


与 甲 基 化 作用 的 关系 ”同时 具有 甲 基 化 作用 FRAR HER 同时 县 有 甲 基 化 作用 


SAM: S- RPF AK SSE. AF ÆRE 


6.1.4 工 型 限制 性 内 切 酶 

让 型 内 切 酶 的 识别 序列 一 般 为 4~ 6 个 碱 基 序 列 ， 具 有 高 度 的 专 一 性 。 一 种 限制 性 内 
切 性 酶 只 能 在 DNA 分 于 中 特定 的 碱 基 序列 (识别 座位 ) 处 发 生 作 用 ， 将 其 酶 解 切 开 。 限 
制 性 内 切 酶 的 识别 序列 上 其 有 双 轴 对 称 的 结构 ， 序 列 转 180* 不 变 ， 即 回 文 顺序 (palindromic 
sequence), HAM EcoR 工 识 别 的 特异 序列 : 


GAA | TIC 


纵 轴 
限制 性 内 切 酶 切 后 的 DNA 一 般 有 两 种 不 同类 型 末端 ; 一 种 称 平 齐 末 端 ， 即 在 一 个 水 
平 上 切断 DNA 的 两 条 核 苷 酸 链 ， 如 Hae HL; 另 一 种 叫 黏 性 末端 ， 即 两 条 链 上 的 切口 钳 开 2 
~4 个 核 背 酸 ， 切 下 的 两 条 链 的 末端 碱 基 互 补 ， 在 DNA 连接 酶 作用 下 可 以 氧 键 相连 ， 如 
EcoR I., 


Haelli 
SCG- G- 0-C3 5 G - G +C - C3 


Fe CG - C - G - G7 3... C —- C G - G5 

EcoR I 
5G- VA-A-T-T-C. 3— 5 G+A-A- T-T-( 3 
FeC-T-T-A-A-CeF yeC-T-T-A-A+GeF 


在 双 链 DNA 中 凡 出 现 这 种 核 苷 酸 序列 ， 内 切 酶 就 可 以 在 箭头 所 指 处 和 将 此 序列 切 开 。 
表 6-2 中 为 常用 的 限制 酶 识别 序列 。 
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表 6-2 几 种 限制 酶 的 识 虽 序列 





限制 酶 识别 序列 | 限制 酶 识别 序列 
Alu L  AG4CT | T Kpna Í GGTAC 4C 
Ava ll G +G (AT) CC Mbo Í t GATC 
Bal I TGG $ CCA 1 Msp L Cr EGG 
Bam | G y GATCE Mst I TGCY GCA 
EcoR J GY AATTG | Pal CTCGA 46 
CTTAA AG 
Hae M CG y CC | f Pu I CCATY CG 
Hind I A 4 AGCTT Sseu3A + GATC 
Hint L C v ANTC ， | Tag I T} CGA 
Hpa I GTT ¥ AAC Xba I TY CTAGA 








在 基因 组 DNA 中 ,4 核 苷 酸 识别 序列 出 现 的 概率 要 高 于 5、6 核 苷 酸 ， 对 于 随机 排列 
的 DNA 链 ，4 核 并 酸 序列 出 现 的 频率 为 /4 ， 即 平均 每 256bp 中 就 出 现 一 个 识别 序列 ， 而 
5.6 核 背 酸 序列 的 频率 则 分 别 为 171024 和 17y4096。 识 旭 序 列 复 则 酶 特异 人 性 低 ，DNA 被 切 
着 成 较 短 的 片段 。6 核 背 酸 识别 特异 性 的 限制 酶 在 DNA 中 切 点 少 ， 所 切割 的 片段 数 少 前 
片段 长 ， 特 异性 较 高 。 由 于 入 基因 组 DNA 分 子 极 大 ， 对 任何 一 种 申 制 酶 而 言 均 存在 许多 
识别 位 点 。 选 择 何 种 限制 酶 是 决定 DNA 指纹 图 特异 性 的 重要 条 件 ， 使 用 同一 种 限制 酶 ， 
不 同 个 体 基 因 组 DNA 的 酶 切 位 置 和 数目 不 同 ， 切 出 片段 的 长 得， 数目 有 个 体 差 异 。 对 同 
一 个 体 而 言 ， 不 同 限制 酶 的 切割 点 位 置 与 数目 不 相同 ， 切 出 片段 的 长 短 、 数 目 也 有 差异 。 
在 美国 法 庭 RFLP 分 析 中 最 常用 的 酶 是 Hae ll , KHAS #k at ue < BJ Hinf I， 在 我 国 也 以 
Hinf I 为 主 。 

[型 限制 酶 不 具备 甲 基 化 修饰 作用 ， 对 已 甲 基 化 的 酶 识别 序列 不 能 水 解 切 割 。 不 同 限 
制 酶 对 甲 基 化 敏感 程度 有 差异 。 如 Msp 工 和 Hpa 开 识别 序列 都 是 CCGG， 当 此 序列 甲 基 化 
为 C"CGG 时 ，Msp 工 仍 可 切割 ， 而 Hpa 工 则 不 能 酶 切 该 识别 点 。 在 人 基因 组 DNA rh, HE 
化 公 出 玩 在 胞 喀 啶 ， 而 世 常 有 组 织 特异 性 。 例 如 精细 胸 内 小 卫星 DNA 中 胞 喀 院 常 以 甲 基 
化 形式 存在 ， 如 果 选 择 对 甲 基 化 敏感 的 限制 酶 ， 同 一 个 体 的 精液 材料 和 血液 材料 DNA 的 
酶 切 可 能 会 出 现 差 异 ， 使 DNA 图 谱 不 一 致 。 因 此 ， 对 人 体 材 料 作 DNA 分 型 进行 同一 PEA 
定时 ， 必 须 考虑 选用 耐 甲 基 化 类 型 的 限制 酶 。 

对 于 DNA 指纹 图 或 DNA 纹 印 图 选择 限制 酶 有 3 个 基本 条 件 : 中 限制 酶 识别 点 应 位 
+ YNTR 位 点 的 旁 仙 序 列 ， 要 求 尽 可 能 靠近 串联 重复 单位 的 5 端 和 3' 端 ; 四 酶 特异 性 和 酶 
活性 稳定 ， 不 易 受 酶 切 反 应 条 件 变化 的 影响 ;所 术 受 基因 组 DNA 中 甲 基 化 修饰 的 影响 。 
在 法 医学 DNA 纹 印 图 和 DNA 指纹 图 中 常用 的 酶 为 Hinf 工 、Hae 焉 和 Ps Io Hinf I X} DNA 
TELER, BA DNA F ÆA, PAER, m Hael 对 DNA 甲 基 化 不 敏感 ，， 遇 到 DNA 
甲 基 化 仍 能 切割 。 
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6.1.5 酶 活性 单位 定 光 

酶 活性 单位 的 定义 是 指 在 50pi 反应 缓冲 液 中 ， 在 最 适 反 应 条 件 和 温度 下 ，1h 完全 消 
化 或 酶 解 lpg ADNA 所 需 的 酶 量 即 为 一 个 酶 活性 单位 。 

在 实际 中 ， 为 了 使 DNA 完全 消化 ， 在 DNA 指纹 技术 中 消化 每 le 基因 组 DNA 实际 用 
量 为 3-~5uo 

6.1.6 ERER 

酶 反 谎 的 条 件 主要 有 酶 反应 缓冲 液 【包括 缓冲 体系 ，pH 值 及 离子 强度 ) 与 反应 温度 。 
每 一 种 酶 拥有 自己 最 适 的 酶 反应 条 件 ， 不 过 各 种 酶 之 间 有 许多 相似 之 处 。 反 应 体系 中 的 
PH 值 一 般 为 7.4~8.0， 以 Tris- HCl 为 缓冲 体系 。 反 应 需要 Me 的 激活 ， 并 且 大 部 分 的 
酶 在 反应 时 需要 有 有 皆 基 北 合 物 (2 - 皆 基 乙醇 或 者 二 硫 苏 糖 本 ) 的 存在 。 许 多 酶 还 需要 
NaCl， 不 同 种 的 酶 对 NaC] 的 锋 要 量 各 有 差别 ， 表 6 — 3 是 部 分 内 切 降 的 反应 条 件 。 


表 6-3 限制 性 内 切 酶 的 反应 条 性 














2- ARZE 
Tris ~ HGL NaCl MgCl, 
Bs pH ( mmol/L) /ATri- RÆ (C) 
{mmol L} { mmol” L.) í mmol L.) 
ton X- 100 (%) 
Al 75 10 50 (K*) 6 6 37 
Bam HI 7.9 Š 150 6 0 37 
Eco RE 7.5 100 50 5 Ü 37 
Hae ] 开 7.4 6 50 6 6 37 
Hind IL 8.0 50 50 10 ü 37 
Hinf I 7.4 6 106 6 Š 37 
Hpa I 了 .4 10 20 (K*) 10 1.0 (DTT) 37 
Hpa I! 7.4 i0 6 (K+) 10 1.0 (DTT) 37 
Kpn E 7.5 ó 6 6 6 37 
Msp I 了 .中 10 6 (K*) 10 1.0 (DTT) 37 
Mst I 7.4 6 150 6 6 37 
Nae 1 8.0 ő 20 6 6 37 
Fst I 7.5 1Ü 10) 10 Q 37 
Rsa I 8.0 6 0 6 6 37 
Sau3A I 7.5 6 50 5 Ü 37 
Taq I 8.4 10 100 6 6 55 


太 多 数 栈 的 反应 在 37% 下 进行 。 但 是 ， 不 少 酶 的 最 适 反应 温度 不 是 37 和 。 例 如 Sma I 
为 25 色 、ApaT30 。 有 些 限 制 酶 的 最 适 反应 温度 则 高 于 37 和 ， 例 如 Mae 工 为 45% ， 还 有 
些 限 制 性 内 切 酶 的 最 适 反应 温度 可 高 达 GOC, PIE BstE 工 是 60%. Taq I 65%. WEE 
应 的 温度 低 于 或 高 于 最 适 温度 ， 都 会 影响 核酸 限制 性 内 切 酶 的 话 性 ， 甚 至 最 终 导 致 完全 失 
活 。 

6.1.7 双 酶 解 反应 条 御 

当选 用 的 两 种 酶 所 需 反 应 条 件 相同 时 ， 可 以 在 同一 反应 体系 中 加 入 两 种 酶 同时 栈 解 
DNA。 比 较 两 种 醇 的 反应 体系 ， 如 果 它 们 的 pH iË., Trs- HCL 和 MgCl, 的 浓度 仅 稍 有 差别 ， 
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也 可 以 用 同一 缓冲 液 ， 加 入 两 种 酶 同时 进行 紫 解 反应 。 当 反应 体系 中 两 种 酶 所 知 的 NaCt 
浓度 或 pH 值 等 有 较 大 差异 时 ， 就 要 考虑 分 开 进 行 丙种 酶 的 酶 解 太 应 。 几 种 司法 是: 

一 是 第 -个 隋 反 应 后 ， 调 整 酶 反应 体系 中 的 离子 强度 和 组 分 ， 再 进行 男 一 个 酶 的 反 
应 。 例 如 ，Sma 工 的 缓冲 体系 为 6mmol/L Tris- HCI (pH8.0~8.5), 20mmol/L KCI, 6mmol/ 
L MegCl mmol/L 2- 葵 基 乙醇 ， 与 常用 的 核心 缓冲 液 不 同 ， 因 此 一 般 不 能 与 其 他 限制 性 
内 切 酶 合用 一 种 缓冲 液 同时 睛 解 。 当 Sma I 与 其 他 酶 进行 双 酶 解 时 ， 可 以 先 用 Sma I BE £f 
EM, H HC 调 pH 有 至 7.5， 并 补充 适量 的 NaCl 后 ， 再 加 上 其 他 的 内 切 酶 ， 如 Xba I, 
EcoR I 等 进行 酶 解 反 应 。 

二 是 先 用 一 种 内 切 酶 进行 酶 解 ， 然 后 用 乙醇 沉 演 酶 解 产物 ， 得 到 的 沉淀 溶解 于 第 二 种 
酶 的 反应 缓冲 液 中 ， 再 加 醇 进行 酶 解 。 

三 是 第 -- 种 上 及 解 之 后 ， 进 行 壤 脂 糖 凝 胶 电 泳 ， 再 从 效 腕 中 回收 出 各 酶 切片 段 ， 进 行 第 
二 种 酶 的 消化 。 

6.1.8 酶 解 皮 应 终止 方法 

(1) 加 EDTA MURA Mg*， 和 使 酶 失去 辅 因子 而 停止 酶 反应 ; 

(2) 65 乞 加 热 5 ~ lOmin; 但 某 些 酶 在 高 漫 下 仍 有 活性 ， 不 能 用 此 方法 终止 这 些 醇 反 
应 。 表 6-4 列 出 了 部 分 限制 性 内 切 酶 加 热 灭 活 的 情况 。 


表 6-4 限制 性 内 切 醇 的 加 热 灭 活 




















酶 热 灭 活 的 敏感 度 .| 酶 A TEE RURE 
Alu I + | Kpn 1 + 

BamH I - | | Mbof + 

EcoR 1 十 了 一 Msp 1 + 

EcoR IJ + Neo I + 

Hae III _ Pat J +- 

Hind HI 一 Sau3A& i + 

Hinf I - Taq l - 

”+ ”表示 OTWARTA 95% Eki; "ARER E N 


t “+7-” 约 站 名 隆 失 活 ， 但 仍 能 看 到 部 分 酶 解 产物 。 


(3) 加 SDS 到 0.1% 的 终 浓度 或 加 尿素 至 0.5mol/L， 使 酶 蛋白 解 率 变性; 

(4) 用 等 体积 的 琴 抽 提 酶 解 产物 。 这 种 方法 灭 酶 活性 最 彻底 ， 灭 活 后 的 样品 用 乙醇 沉 
淀 法 回收 。 

据 实 验 的 具体 需要 ， 可 以 选取 合适 的 终止 方法 。 最 常用 的 终止 反应 波 的 组 分 是 : 50% 
(vz) HB, 100mmol/L EDTA - Na, (pH8.0), 1%SDS, 0.022279 80 38. 

6.1.9 影响 限制 性 内 切 酶 活性 的 因素 

1.DNA 的 纯度 

限制 性 内 切 酶 消化 底 物 DNA 的 反应 效率 在 很 大 程度 上 取决 于 被 消化 DNA 本 身 的 纯 
度 。DNA 样 向 不 纯 ， 酶 解 反应 不 完全 ， 甚 至 不 拥 酶 解 。 

(1) DNA 制剂 常 含有 RNA， 虽 然 它 的 存在 不 影响 酶 的 反应 速度 ， 但 RNA 可 和 酶 蛋白 
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发 生 非 特异 性 结合 后 可 减少 酶 的 有 效 浓度 ， 使 酶 解 不 彻底 ; 另外 ，RNA 在 次 胶 电 泳 所 呈 ， 
现 的 带 会 掩盖 在 该 带 范 围 内 DNA 片段 的 显现 , TP Er ym. 

(2) 一 般 说 来 ， 少 二 的 蛋白 质 的 污染 对 DNA 的 驻 解 影响 不 大 ,但 如 打 有 来 自 其 它 核 
酸 酶 的 蛋白 质 ， 就 会 干扰 酶 切 反 应 和 影响 酶 解 产物 。 结 合 货 白 (binding protein) 能 和 DNA 
发 生 非特 异 的 结合 ， 封 闭 DNA 的 识别 序列 ， 影 响 获 切 ， 使 DNA 和 蛋白 质 的 复合 物 在 凝 胶 
BETERI, KET DNA 片段 的 电泳 轨迹 。 

(3) DNA 制剂 中 的 其 他 杂质 ， 例 如 酚 、 氯 仿 、 乙 醇 . EDTA, SDS, NaCl 等 ， 也 会 影响 
酶 的 反应 速度 ， 以 至 改变 识别 特异 性 ， 出 现 酶 的 第 二 活性 。 

2.DNA 浓度 的 影响 

在 DNA 的 限制 性 内 切 酶 降解 反应 中 ， 常 常 是 酶 量 契 过 底 物 量 ， 这 样 就 不 用 考虑 库 物 
浓度 对 反应 的 影响 。 

3.DNA 的 甲 基 化 

部 分 下 类 内 切 酶 不 具有 甲 基 化 功能 ， 识 别 序列 中 特定 核 苷 酸 的 甲 基 化 会 明显 影响 酶 的 
活性 。 有 些 限 制 性 内 切 酶 不 能 切割 甲 基 化 的 核 背 酸 序列 。 例 如 Hinf I[ 识别 序列 -G+ 
ANTC - 中 胸 喀 啶 甲 基 化 ， 成 为 -CANTCC" -后 、Hinf 工 则 不 能 识别 此 序列 ， 因 此 不 能 从 
此 处 切割 DNA, 

4. 酶 消化 反应 的 温度 

DNA 消化 反应 的 温度 是 影响 限制 性 内 切 酶 活性 的 另 一 个 重要 因素 。 不 同 的 限制 性 酶 ， 
具有 不 同 的 最 适 反 应 温度 。 相 当 一 部 分 酶 ， 在 反应 温度 升 高 后 活力 不 稳定 ， 像 EcoR I 在 
42%C 时 就 失 活 ， 困 此 可 以 采用 65 CK 3 KITS. AER BamH I， 在 高 于 37 8 EE F 
活力 更 高 。 

5.DNA 的 分 子 结 枸 和 构 型 

限制 性 内 切 栈 能 识别 双 链 DNA 上 的 特异 序列 ， 但 同一 链 上 不 同 部 位 的 识别 序列 让 获 
切割 的 速度 并 不 一 致 。 例 如 ，XDNA 中 有 5 个 EcoR I 的 散 切 点 ， 其 中 两 个 切 点 的 反应 速率 
相差 10 f, 

DNA 分 子 的 不 同 构 型 对 核酸 限制 内 切 酶 的 活性 也 有 很 大 的 影响 。 某 些 限 制 性 内 切 酶 
切割 超 螺 旋 的 质粒 DNA 或 病毒 DNA 所 需要 的 酶 量 要 比 消化 线性 DNA 的 高 ， 基 至 可 高 达 
20 to 

6. 限制 性 内 切 酶 的 缓冲 液 

限制 性 内 切 酶 的 标准 缓冲 液 的 组 分 包括 MgCl, NaCl 或 KCl, Tris- HG 、 二 硫 苏 糖 醇 
(TT) 以 及 牛 血 清 已 蛋白 (BSA) 等 ， 这 些 组 分 的 变化 会 引起 限制 性 内 切 酶 活性 的 变化 与 
识别 序列 特异 性 的 改变 。 

(1) 阳离子 酶 活性 的 正常 发 挥 依赖 二 价 的 阳离子 ， 通 常 是 M'o WFE 5mmol/L 
LA k, 但 在 5 ~ 30mmol/L 浓度 范围 ,未 见 明 显 的 活力 变化 。 反 应 中 不 能 加 入 EDTA, HÈ 
能 和 MP 结合， 降低 游 离 的 Mg 浓度 ， 使 酶 活力 降低 。 反 应 体系 中 常 含有 NaCl， 以 提供 
一 定 的 离子 强度 。 不 同 的 散 要 求 NaCl 浓度 不 同 。 不 适当 的 Naci， 会 降低 限制 酶 的 活性 ， 
还 可 能 导致 识别 序列 特异 性 的 改变 。 

(2) pHi 绝 大 多 数 限制 酶 在 pH? .4 的 条 件 下 ， 其 活性 最 伟 。 最 常用 的 缓冲 液 是 Tris 
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- HCL。 

(3) 蔓 基 试剂 ” 葡 基 试剂 是 保持 某 些 内 切 酶 的 稳定 性 的 重要 因素 之 -， 同时 能 降低 污 
染 休 质 对 酶 活性 的 于 扰 。 

(4) ERWA PEIA BSA 或 白明 胶 来 稳定 酶 活性 。 加 人 BSA, TRD E k 
对 酶 蛋白 的 水 解 ， 也 能 减轻 非特 异性 吸附 。 常 用 的 BSA 量 为 100pg/m，BSA 制剂 不 能 混 有 
核酸 酶 活性 。 配 制 的 溶液 需要 经 过 让 膜 过 滤 消 毒 。 一 般 地 ， 加 入 消毒 过 的 雹 核酸 酶 活性 的 
BSA 对 酶 反应 无 十 扰 ， 但 BSA 过 多 时 会 和 DNA 结合 ， 使 电泳 胃 迹 不 清晰 。 

6.1.10 限制 性 内 切 酶 的 星 号 活性 

右 些 限制 性 内 切 酶 的 切割 特异 性 受 所 用 缓冲 液 成 分 的 影响 比较 明显 ;例如 高 深度 的 限 
制 性 内 切 酶 、 高 浓度 的 甘油 (75% vv), MBE M+"、 残 留 乙醇 以 及 高 pH 值 等 情况 
下 ， 有 些 内 切 酶 识别 序列 的 特异 性 便 会 发 生变 动 , 在 其 识别 序列 以 外 的 其 它 位 署 切割 
DNA 分 子 ， 通 常 叫做 星 号 活性 【star activity) 或 则 第 二 活力 (secondary antivity)。 例 如 ， 正 
常 的 情况 下 ,FecoR 在 识别 序列 GAATTC 处 切 审 ， 当 缓冲 液 中 的 甘油 浓 麻 超过 0% ivy 
V)， 其 识别 序列 的 特异 性 就 会 发 生变 动 ， 可 在 AATT 序列 处 切割 DNA REMESEP 
HA Tagal. EcoRI. Hindi, Kpn [I , PstI. Hinf I 及 EcoRV % 

理想 的 酶 解 作 用 是 保证 DNA 指纹 技术 成 功 的 重要 条 件 。 如 何 得 到 理想 的 酶 解 反 应 ， 
可 以 归纳 为 : 

CE) DNA 的 纯度 要 高 ， 不 能 含有 RNA 和 蛋白质 ， 也 不 能 含有 过 高 的 EDTA ， 唱 不 能 含 
AH., ZË. SDS AREE IAH o 

(2) RAE BU 88 z RE 35 f , 

(3) 选用 高 质量 的 酶 制剂 ， 使 之 不 会 非 特异 性 核酸 酶 、 外 切 酶 和 磷酸 酶 等 杂 酶 活性 。 

(4) 采用 适宜 的 酶 XDNA Epl: 2 ~ 10u/pg， 和 避免 过 高 的 酶 浓度 ， 

(5) 采用 适宜 的 反应 温度 和 反应 时 间 ， 尽 量 不 要 进行 长 时 间 的 杉 解 反应 。 

6.1.11 限制 性 内 切 萌 消化 反应 操作 注意 事项 

(1) 实验 中 所 用 的 Eppendor A b FARRE TH, DNA 酶 、 酚 和 去 污 剂 的 污染 将 素 
TEPPET 

(2) 大 多 数 厂家 都 以 浓缩 形式 提供 限制 酶 ， 不 同 的 生产 厂家 往往 使 用 不 同 的 反应 条 
件 ， 按 说 明 书 进行 操作 。 

(3) 不 同 限制 酶 的 缓冲 液 主 要 差别 在 Nac 的 浓度 。 当 用 两 种 或 两 种 以 | 限制 酶 切割 
DNA 时 ， 如 果 酶 所 要 求 的 缓冲 液 条 件 相同 ， 则 两 种 酶 可 同时 切割 。 如 果 这 些 酶 所 变 求 的 
缓冲 液 不 同 ， 则 可 采用 以 下 两 种 方法 ;@@ 先 用 在 低 离子 强度 的 缓冲 液 中 活性 最 高 的 酶 切割 
DNA， 然 后 加 人 适量 NaCl 及 第 二 种 酶 .继续 反应 ; 包 用 第 一 种 酶 消化 DNA A, AN- 
仿 进 行 抽 提 ， 再 经 乙醇 沉淀 ，DNA 重新 溶解 再 进行 第 二 种 酶 酶 切 。 

(4) 酶 切 时 ， 使 酶 在 冰箱 外 放置 的 时 间 应 尽 可 能 缩 得 ， 从 冰箱 内 地 出 贮 酶 管 ， 立 即 放 
EFIKE. 每 次 取 酶 时 应 换 一 个 无 菌 暖 头 。 

(5) 尽量 减少 反应 中 的 加 水 董 以 使 反应 体积 减 到 最 小 ， 但 要 确保 酶 体积 不 超过 反应 总 
体积 的 1Z10， 和 否则， 酶 的 活性 将 受到 甘油 的 抑制 。 
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6.1.12 内 切 酶 消化 产物 酶 切 程度 检测 

AFETERETE SEAE, ERER DNA 中 经 常 有 异物 污染 ， 如 染料 、 色 素 等 ， 
均 可 能 柳 制 酶 切 反 应 。DNA 样 帆 液 中 残留 的 蛋白 质 、 柄 、SDS 等 也 会 于 扰 酶 切 反 应 ， 所 以 
在 进行 凝 腔 电 泳 分 离 前 应 对 内 切 栈 消化 DNA 是 否 完 全 进行 检测 ， 只 有 确认 DNA 酶 切 达 到 
预想 要 求 时 才 可 以 继续 进行 下 一 步 操 作 。 

酶 切 效果 检验 方法 ; Maloom SERS (6 cm x 8cm)， 以 1 x TAE HRR. JR 
SEREDE Gu), MEERY, AAKE AIMA DNA 分 子 其 标准 和 没有 了 酶 解 的 
DNA 样品 作为 参考 ，60Y EHk FAIA 1h, RHE O0. 5ug/m EB 溶液 中 染色 0.5h， 莹 外 
灯 下 观察 梅 切 结果 。 完 全 消化 的 DNA 样品 在 凝 胶 中 表现 为 一 有 各 种 大 小 分 子 组 成 的 荧光 
强度 均匀 的 柱状 ( 即 血 涂 片 样 的 一 条 电泳 轨迹 }， 加 样 禾 附近 没有 荧光 ; 完全 没有 了 酶 解 的 
DNA 被 压缩 成 一 条 谱 带 ， 靠 近 凝 胶 加 样 筷 附 近 ; 部 分 消化 DNA 表现 为 一 条 尖 而 高 的 烷 似 
火箭 电泳 的 图 形 ， 加 样 孔 附近 有 荧光 ,在 自 显影 照片 中 表现 为 一 黑色 柱子 。 


6.2 PTAR 


分 子 杂 次 基本 原理 是 : 具有 一 定 同 源 性 的 两 条 单 链 DNA， 存 一 定 的 DNA 复 性 条 件 下 ， 
可 按 碱 基 互补 原则 退火 形成 双 链 ， 根 据 带 标记 的 已 知 序 列 《 探 针 ) 检测 待 测 DNA 分 子 的 
序列 差异 。 待 测 革 序列 可 以 基 核 基因 组 DNA， 也 可 以 是 PCR 扩 增 产物 。 

DNA 和 分子 业 变 刘 法 可 分 为 固 相 液 相 杂交 、 液 相 分 子 杂 变 和 有 原 位 杂 变 。 法 医 DNA 分 析 
中 常用 的 是 固 相 液 相 茶 交 ， 亦 称 膜 上 印迹 杂交 ， 先 将 待 测 DNA 片段 电 沪 分离， 然后 用 印 
迹 技 术 将 分 离 的 DNA 片段 诛 位 转移 到 特定 的 回 相 支持 物 上 或 者 直接 将 待 测 DNA 直接 点 在 
支持 物 上， 上 骨 用 标记 的 DNA REIZES, WE K a 238 BU W P RRT, 通过 放射 自 
显影 等 方法 显示 标记 的 探 针 位 置 ， 检 出 靶 DNA 片段 的 位 置 。 

6.2.1 DNA 转移 

6.2.1.1 轿 相 支持 物 的 选择 

HETH DNA 分 子 不 适合 直接 进行 杂交 ， 一 是 因为 琼脂 糖 餐 胶 机 械 强 上 度 差 . 易 健 ， 
不 易 操作 ; 二 是 这 种 胶 上 直接 杂交 后 背景 高 ， 因 此 ， 需 要 转移 到 一 理想 的 固 相 支 持 物 上 。 
性 能 良好 的 周 相 支持 物 应 具有 以 下 几 个 条 件 ; 

1. 具有 较 强 结合 核酸 分 子 的 能 力 ， 结 合 稳定 牢固 ， 在 杂交 , 洗 膜 过 程 中 核酸 分 子 不 
会 脱落 ; 

2.DNA 分 子 被 吸附 后 应 不 影响 其 与 探 针 分 子 的 条 变 皮 应 ; 

3. 对 探 针 分 子 的 非特 异性 吸附 少 ， 杂 交 信 号 背景 低 ; 

4. 具有 一 定 的 机 械 强 度 ， 韧 性 好 ,便于 操作 。、 

图 相 支持 物 的 种 业 较 多 ， 各 种 材料 的 性 质 不 同 ， 各 有 特点 ,适合 不 同 的 要 求 ( 表 6- 
5)。 较 为 常用 的 是 硝酸 纤维 素 腊 和 尼龙 膜 。 
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表 6-5 用 于 园 定 DNA 的 各 种 材料 性 质 











HETER ERI HF E Ha, f B9 Ju; Jë EX 活化 纸 

应 用 ssDNA,RNA asDNA,dDNA， — ssDNA,dsDNA,RNA, saDNA,RNA 
蛋白 质 RNA. ROM 蛋白 质 

结合 能 力 30 ~ 100 400 ~ 600 400 ~ 600 2- 40 

(ug H Reem} 

抗 张强 度 差 好 好 好 

核 盘 姑 台 形式 JEH fr 共 价 共 价 J: ft 

Eh EBR J B 5004 FE 500 ATE 50 TTA sRPE 

ER k 2 k BE KE ,信号 易 丢 和 失 好 好 好 





1. 硝酸 纤维 素 膜 

MRR (nitrocellulose membrane) 具有 和 较 强 的 吸附 单 链 DNA 和 RNA 的 能 力 ， 特 
别 是 在 高 盐 浓 度 下 ， 结 全 核酸 能 力 可 达 80 ~ 100ngAcm*。 吸 附 的 单 链 DNA sk RNA 经 真空 烘 
烤 后 ， 依 靠 疏 水 性 非 共 价 作 用 而 结合 在 硝酸 纤维 索 腊 上。 硝酸 纤维 泰 膜 非特 异性 地 吸附 蛋 
白质 较 弱 、 有 共有 杂交 信号 本 底 低 等 优点 ， 应 用 于 Southem ，、Norhem 、 斑 点 印迹 及 克隆 筛选 
中 。 
硝酸 纤维 素 膜 虽 尾 应 用 较 早 ， 最 广泛 的 -- 种 固 相 码 持 物 ， 但 在 DNA 分 子 杂 交 应 用 中 
定局 限 性 。 原 因 是 : DARAH REHA DNA 不 二 分 牢 轩 ,在 杂交 及 洗 膜 的 过 程 中 
DNA 容易 脱离 ， 尤 其 在 高 温情 况 下 ， 杂 交 效 兴 明 显 下 降 ， 男 外 腊 不 能 进行 反复 杂交 。 亿 
硝酸 纤维 素 膜 质地 较 脆 ， 经 烘 烤 后 易 碎 ， 操 作 沉 特别 小 心 。 怨 硝酸 纤维 素 膜 与 核酸 的 结合 
要 求 在 10 x SSC 的 高 盐 浓 度 条 任 下 ， 低 盐 浓 度 时 结合 DNA 效果 不 佳 ， 因 此 不 适宜 于 电 转 
印迹 法 。 中 硝酸 纤维 素 腊 对 子 小 分 子 量 DNA 片段 ， 特 别 是 <200bp 以 下 的 DNA 片段 ， 结 
合 能 力 不 强 。 

2, EÈ 

尼龙 膜 (nyJon membrane) 是 自前 较 理 想 的 一 种 核酸 固 相 支持 物 ， 它 有 多 种 类 型 。 其 
中 经 过 修饰 带 有 止 电车 的 尼龙 膜 结合 核酸 能 力 更 强 。 如 Amersham 公司 产品 Hybond - N 是 
普通 尼龙 腊 ，Hybond - N+ 、 Bio- Rad 公司 的 Zeta - Probe, DuPont 公司 的 Gene - Sereen Plus 
及 Pharmacia 公司 的 GeneBind 是 下 电荷 收 饰 的 尼龙 腊 。 

尼龙 膜 结 人 台 单 链 及 双 链 DNA 和 RNA 的 能 力 比 硝酸 媳 维 素 膜 更 强 ， 可 达 350 ~ 500pg/ 
cm。 经 烘 烤 或 紫外 线 照射 或 碱 处 理 后 ，DNA 分 子 可 牢固 地 结合 在 尼 此 膜 上 ， 特 别 是 用 短 
波 紫 外 线 照 射 后 ， 核 酸 中 部 分 喀 喧 碱 基 可 与 膜 上 的 带 正 电荷 的 氨基 相互 交 联 ， 使 结合 更 加 
什 固 。 尼 龙 膜 可 重复 杂交 ,一 次 杂交 后 ， 探 针 分 子 经 俱 处 理 被 洗 脱 下 来 ， 然 后 可 与 第 二 探 
针 杂 交 。 对 于 小 分 子 量 的 核酸 片段 亦 有 较 强 的 结合 能 力 ; 在 低 离子 强度 条 件 下 也 可 较 好 地 
结合 DNA4， 因 此 也 比较 适合 于 电 转 印迹 法 。 另 外 ,， 它 的 韧性 较 强 ， 操 作 方 便 ， 是 目前 最 
为 常用 的 回 相 支持 膜 。 

尼 危 膜 的 缺点 是 杂交 信号 本 底 较 高 ， 需 在 预 杂 交 液 中 加 非特 异性 封闭 试剂 ， 以 克服 本 
底 高 的 问题 。 
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6.2.1,2 印迹 方法 

1. ERE (Southern blot) 

萨 森 转移 是 上 ,Southerna 于 1975 年 创立 的 印迹 转移 方法 。 它 是 利用 毛细 管 虹 吸 作 用 由 
转移 缓冲 液 带 动 DNA 分 子 转移 到 固 相 支持 物 上 ， 将 电泳 分 离 的 DNA H E: A BE Bz 36 35 SU TB 
MERRE EE EALE. 

(1) 取 下 电泳 后 的 效 胶 ,将 凝 胶 浸 泡 于 适量 的 碱 变 性 液 (l.5mol/L NaCl, 0.5mol/L 
NaOH) 中 ， 置 室温 iho 

(2) 将 效 胶 用 去 离子 水 漂洗 1 次 ， 然 后 浸泡 于 适量 的 中 和 液 (lmol/L Tris- HC, 
1.5mol/L NaCl, pH8.0) 中 30min， 不 间断 地 轻 轻 播 动 。 更 搞 新 鲜 中 和 液 ， 继 续 浸 泡 
15min。 

(3) 如 图 6- 工 所 示 ， 在 一 塑料 或 玻璃 平台 上 铺 .- 层 Whatman 3MM E, EFA gR 
比 凝 胶 稍 大 。 将 此 平台 置 于 一 挤 风 盘 或 玻璃 拭 中 ， 提 次 盘 中 盛 满 20 x SSC (3mol/L NaCl, 
0.3molzL 柠檬 酸 钠 ，pH 7.0) 或 10 x SSC (也 可 用 10 x 或 20 x SSPE 代替 )， 滤纸 的 两 
端 要 完全 浸没 在 溶液 中 。 将 读 纸 用 20 x SSC 湿润 ， 用 一 玻璃 律 将 滤纸 推 平 ， 排 除 滤 纸 与 玻 
璃 板 之 间 的 气泡 。 

(4) 裁剪 下 一 块 与 凝 胶 大 小 相同 或 稍 大 的 尼龙 膜 。 注 意 操 作 时 要 戴 手 套 ， 不 可 用 手 触 
措 。 将 尼龙 膜 漂浮 在 去 离子 水 中 ， 使 其 从 底部 开始 向 十 完全 湿润 。 然 后 置 于 2 x SSC 中 至 
少 Smin， 如 果 滤 膜 不 能 被 湿润 则 不 能 用 。 

(5) 将 中 和 后 的 凝 腕 ， 置 于 上 述 铺 了 一 层 厚 滤纸 的 平台 中 央 ， 两 者 之 间 不 要 有 气泡 。 
在 秦腔 的 四 周 用 封口 膜 封 严 ， 以 防止 在 转移 过 程 中 转移 液 直接 从 容 表 中 流向 吸水 继而 不 经 
过 凝 胶 ， 从 市 使 转移 效率 降低 。 

(6) 将 湿润 的 滤 膜 小 心 覆 盖 在 效 胶 上 ， 膜 的 一 端 与 皮 胶 的 加 样 孔 对 齐 。 排 除 两 者 之 间 
的 气泡 。 注 意 膜 一 经 与 紫 胶 接 触 即 不 可 再 移动 ， 因 为 从 接触 的 一 刻 起 ，DNA 已 开始 转移 。 

(7) 将 两 张 预先 用 2 x SSC 湿润 过 的 与 滤 膜 大 小 相同 的 滤纸 覆盖 在 滤 腊 上， 排除 气 
Ho 

(8) RRE HERRAR RRK (25 ~ Bem E), WEWERE. ERK 
纸 之 上 放 一 玻璃 板 ， 再 压 一 重 约 5008g 的 物品 (图 6-1). PEES WE EK HS ng Wr R fE Hl 
下 以 容器 中 转移 到 吸水 纸 中 ， 从 而 带动 DNA 从 小 胶 中 转移 到 滤 腊 上。 转移 8 ~ 24h， 其 间 
HKA 1~-2 次 。 

(9) 弃 去 吸水 纸 和 站 纸 ， 将 瞩 胶 和 小 膜 置 于 一 张 千 燥 的 滤纸 上 。 用 软 铅笔 标明 加 样 孔 
的 位 置 。 滤 膜 浸泡 在 6x SSC 溶液 中 Smin 以 去 除 琼 脂 糖 碎 块 。 此 时 凝 胺 用 EB 染色 ,在 时 
外 灯 下 可 检查 转移 的 效率 。 

(10) 用 滤纸 吸 干 膜 ， 然后 置 子 两 屋 干燥 的 滤纸 中 ， 真 空 下 ROC BEES 2h, WE DNA 固定 
于 膜 上 。 拓 为 转移 后 的 膜 与 DNA 结合 并 不 十 分 牢固 。 

此 尼龙 膜 即 可 用 于 下 一 步 的 杂交 反应 。 如 果 不 马 上 使 用 ， 可 用 保鲜 膜 包 好 ， 室 温 下 置 
真空 由 保存 备用 。 如 果 时 间 较 长 ， 应 置 于 - 205 。 I 

2. 真空 转移 【vacuum transfer} 

经 典 的 利用 毛细 管 虹 吸 作 用 的 转移 法 效率 不 高 ， 特 别 是 对 于 分 子 量 较 大 的 DNA 片段 ， 

















第 六 章 ”限制 性 酶 切 和 分 子 杂 交 89 








B 6-1 Southem 印迹 转移 


需要 长 时 间 转 移 。 目 前 大 多 数 实 验 室 采 用 真 空转 移 方法 ， 其 原理 是 利用 真空 作用 将 膜 缓冲 
浪 从 上 层 通 过 烯 胶 抽 到 下 层 真 空 室 中 ， 同 时 带动 核 骏 片段 转 称 到 凝 胶 下 面 的 尼龙 膜 或 硝酸 
FERE (图 6- 2)7。 直 空 转移 法 是 一 种 简单 、 快 速 、 高 效 的 DNA 和 RNA 印迹 法 ， 

变性 小 、 PAR 








W NE 


真空 室 
J: 


6-2 真空 转移 示意 图 


真空 转移 法 的 最 大 优点 是 快速 ， 可 在 转 膜 的 同时 进行 DNA 的 变性 与 中 和 ， 整 个 过 程 
只 需 30min 至 ljh。 有 具体 操作 过 程 在 DNA 指纹 章节 介绍 。 

3. 电 转 移 法 ns 

电 转 法 ( Electrophoretic transfer): 利用 电场 的 电泳 海绵 
作用 将 凝 腕 中 的 DNA 转移 到 固 相 支 持 物 上 ， 是 近年 来 
发 展 起 来 的 一 种 简单 、 迅 速 、 高 效 的 DNA 转移 法 (图 6 
-3)。 一 般 只 需 2-3h 即 可 完成 转移 过 程 。 特 别 是 对 于 
用 虹吸 法 不 理想 的 大 片段 DNA 的 转移 较为 适宜 。 

4. 斑点 印迹 

斑点 印迹 法 《dot blot) 与 获 甸 印迹 法 【slot blot) 是 
由 Southern 印迹 衍生 而 来 的 两 种 类 似 的 印迹 上 方法。 将 
RNA 或 DNA 变性 后 直接 点 样 于 砂 酸 纤维 膜 或 尼龙 膜 上 ， 
或 通过 点 样 器 加 样 ， 称 为 斑点 印迹 法 ， 常 用 于 基因 组 中 
特定 基因 及 其 表达 的 定性 及 定量 研究 ， 也 是 实验 中 常用 图 6-3 BRETEN 
的 技术 之 一 。 与 Southem 印迹 法 相 比 ， 其 优点 是 简单 、 快 速 ， 可 在 同一 张 膜 上 同时 进行 多 


电极 FOR 
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个 样品 的 检测 。 

6.2.2 DNA 探 针 与 标记 

6.2.2.1 DNA 探 针 

1. 探 针 选择 的 原则 

DNA 探 针 是 - 段 蕊 知 序列 的 DNA， 带 上 上 标记 后 用 来 检测 层 序 列 。 探 针 选 择 原 则 为 : 
(1) 高 度 特异 性 ; (2) 杂交 稳定 性 ， 重 复 性 好 ; (3) 来 源 容易 ， 制 备 简 便 ; (4) BHH 
多 态 福 高 ; (5) 宽 变 率 低 。 应 用 探 针 前 ， 必 须 对 筛选 的 探 针 进行 全 面 评 估 ， 包 括 所 测 基 四 
府 的 染色 体 定 位 、 多 态 性 片段 的 长 度 范围 、 等 位 基因 数 及 在 群体 中 的 频率 分 布 ， 基 央 座 的 
帘 变 率 等 。 实 际 选 择 探 针 最 基本 的 原则 是 应 该 有 有 高 度 特异 性 ， 兼 而 考虑 来 源 是 否 方便 等 
其 他 因素 。 

探 针 由 不 同 实验 室 往 选 并 命名 ， 因 此 探 针 的 命名 至 今 尚未 统一 。 

2.DNA 探 针 种 类 

DNA 探 针 种 类 很 多 ， 按 探 针 来 源 及 性 质 分 类 ，DNA RAA ERAR. ATERS 
核 车 酸 探 针 及 cDNA 探 针 。cDNA 探 针 不 太 用 于 法 医学 中 ， 基 因 组 探 针 与 合成 赛 核 并 酸 优 
缺点 比较 如 表 6- 6。 早 期 的 探 针 均 是 基因 组 探 针 ， 采 用 分 子 上 克隆 技术 和 质粒 培养 等 方法 
制备 探 针 。 近 年 来 PCR 技术 的 应 用 ，PCR 也 可 以 制备 基因 组 DNA 探 针 ， 使 探 针 制备 更 加 
方便。 不 过 ， 随 着 标记 技术 的 发 展 ， 越 米 越 多 地 采用 合成 的 寒 核 苷 酸 探 针 。 


表 6-6 JLP DNA 探 针 比较 









































Pm 优点 m 

双 链 DNA 探 针 — 不 需 再 -- 次 克隆 ” 探 针 需要 变性 
能 选用 各 种 标记 方法 杂交 反应 中 可 能 出 现 自身 复 性 
杂交 适宜 的 温度 范围 较 宽 杂交 体 不 如 RNA 探 针 稳定 

单 链 DNA 探 针 探 针 不 含 载体 序列 需要 再 克隆 到 M13 载体 中 
不 需 变性 过 程 ELAT RNA 探 针 稳定 
杂交 时 无 自身 复 性 靶 术 较 困难 

人 台 成 寒 核 昔 酸 探 针 不 需要 克隆 标记 方法 受到 限制 
无 自身 杂交 携带 标记 分 子 少 
组 织 穿 透 性 好 探 针 设计 可 能 会 存 错误 
可 以 根据 和 氨基酸 序 列 制 备 探 针 需要 DNA 自动 合成 仪 合成 
能 避免 有 关 序 列 之 间 的 同 源 性 杂交 体 不 如 RNA RHEE 
稳定 性 好 只 能 制备 短 序列 寒 核 芽 酸 探 针 





6.2.2.2 DNA 探 针 制备 

1. 基因 组 DNA 探 针 制 备 一 一 利用 基因 重组 技术 制备 探 针 

首先 选择 限制 性 内 切 酶 ,对 基因 组 DNA 进行 剪 切 ， 选 出 某 种 特定 的 小 卫星 DNA H 
段 。 然 后 选择 合适 的 基因 转移 载体 如 质粒 ， 对 其 进行 限制 性 内 切 酶 的 切割 ， 最 后 与 插 人 的 
日 的 DNA 片段 连接 、 重 组 ， 即 可 获得 含有 目的 DNA 片段 的 重组 质粒 。 将 质粒 转化 到 大 盟 
杆菌 中 ， 从 阳性 克隆 中 筛选 得 到 售 质 粒 的 菌株 ， 经 培养 大 量 繁殖 细菌 以 扩 增 质粒 ， 册 从 细 
菌 中 将 质料 提取 出 来 ， 提 取 纯 化 质粒 DNA ， 用 限制 性 内 切 酶 将 插 人 的 DNA 片段 切 出 ， 制 
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备 所 需 的 DNA 探 针 。 

2. 喜 核 音 酸 探 针 制备 

(1) 化 学 合成 

基因 的 合成 研究 始 于 20 世纪 50 年 代 ， 合 成 的 基本 原理 是 : 将 所 要 合成 的 寡 核 苷 酸 链 的 
EWE (REEM) 先 固定 在 一 个 不 溶性 的 高 分 子 表面 上 ， 然 后 再 从 此 末端 核 苷 开始 逐 
个 接 长 赛 核 音 酸 链 。 每 次 接 成 一 个 核 葫 或 一 个 片段 ， 则 经 内 一 轮 循环 ， 接 长 的 链 始 终 被 男 定 
在 不 溶 的 辕 相 载体 (或 支持 物 ) 上 ， 过 量 的 未 反应 物 或 分 解 物 则 通过 过 滤 或 洗涤 除去 。 当 整 
个 链 的 增长 达到 所 需 的 长 度 后 ， 再 将 寞 核 苔 酸 链 从 男 相 载体 上 切 落下 来 脱 去 保护 基 后 ,经 过 
分 离 纯化 得 到 所 需要 的 最 后 产物 。 图 6- 4 表示 了 固 相 三 酯 法 合成 寡 核 苷 酸 的 简单 过 程 。 在 
转 相 合成 中 ， 由 于 使 用 了 轩 相 载体 ， 将 合成 的 寡 核 苛 酸 四 定 ， 而 过 量 的 林 反 应 物 和 副 产 物 员 
需 用 洗 涂 法 除去 ， 简 化 了 每 次 连接 产物 的 分 离 纯 化 步 又， 加快 了 合成 的 速度 。 





Bi Ë: 


了 末端 固定 X + 小 N 
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2) 去 保护 太 激 活 + 
p; H: o 
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3) 缩合 及 个 联 B. 


4) 氧化 RO 9 Bı 
~ CO-wG) 
mn 人 
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对 于 几 十 个 bp KABATIRAN (CAC) (CIG); 可 以 利用 化 学 合成 方法 制备 。 
目前 有 DNA 自动 合成 仪 自动 合成 ， 更 有 商业 公司 的 合成 服务 ,需要 制备 几 十 个 bp KAR 
核 苷 枉 探 针 ， 只 需 提 供 DNA 探 针 序列 ， 委 托 公司 合成 。 

旨 前 ， 基 因 组 小 卫星 DNA 探 针 制备 也 改进 成 用 化 学 合成 小 卫星 护 心 序列 ， 并 且 在 合 
成 过 程 中 标记 上 标记 物 ， 使 DNA 探 针 制 备 、 标 记 一 步 完成 ， 更 加 简便 。 

(2) T4 连接 酶 法 制备 DNA 探 针 

T4 连接 酶 具有 将 两 个 或 多 个 单 链 状态 的 DNA 片段 连接 成 较 长 的 DNA 片段 的 功能 ， 可 
以 利用 T4 连接 酶 制备 数 百 bp 长 的 骞 合 核 苷 酸 榨 针 。 具 体 做 法 是 : 要 将 连接 的 骞 核 苷 酸 吉 
在 T4 连接 酶 反应 液 中 ， 在 37 和 下 反应 16h。 反 应 时 间 越 长 ， 短 赛 核 苷 酸 越 多 ， 连 接 成 的 
NE e tF BR kE TS . 

(3) 利用 PCR 技术 制备 DNA 探 针 

设计 DNA 探 针 序列 两 俩 互补 的 DNA 序列 作为 PCR 引物 ， 利 用 PCR 技术 将 DNA 探 针 
序列 特 蜡 地 扩 增 出 来 (图 6-35)， 目 前 PCR 技术 可 以 扩 增 出 数 kb K ij DNA HB, ELW 
E DNA 探 针 的 制备 。 


5 一 — — J! 3' — — —s! 
i 
5 一 -一 一 3 
3i — — — j! 
i 
5— 一 一 — 一 一 了 
5 -一 一 -一 一 3 
i 
| 
51— — 一 一 一 一 一 全 / 
3 一 — — —s' 
| 
s— — — — — 7 
了 一 一 一 一 -一 一 一 一 一 9! 


| 变性 、 退 火 、 延 仲 反 复 进行 多 个 循环 
1 扩 增 产生 - 定 长 度 的 产物 


5 一 — — —..........— — — — 3! 


F, 


3 一 - -一 一 -一 一 .ss 一 -一 -一 5 


图 §-5 PCR 法 制备 探 针 


6.2.2.3 标记 物 的 种 类 及 特性 

L, 标记 物 的 选择 

DNA 探 针 只 是 一 自已 知 序列 的 DNA， 只 有 当 它 带 上 同位 素 或 其 他 非 同 位 索 等 标记 物 
后 才能 检测 显示 所 要 检测 的 目的 DNA PF21, Pd DNA 探 针 在 进行 分 子 妇 交 前 必须 进行 标 
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记 。 作 为 一 个 理想 的 标记 物 应 该 具备 以 下 特点 ; DARME; 名 标记 方法 简单 ; QHN 
E., 保存 时 间 长 ; 地 特异 的 理化 性 质 如 光谱 学 特征 或 生化 话 性 ; 辐 可 通过 一 定 的 途径 与 被 
标记 物 结合 ， 并 旦 这 种 结合 不 改变 标记 物 的 基本 特性 ; @ 标 记 时 不 影响 碱 基 配对 特异 性 ; 
包 当 用 蕊 促 方 法 标记 时 ， 对 了 酶 促 反 应 的 底 物 无 较 大 的 影响 。 
探 针 标记 物 有 同位素 和 非 同 位 素 ,前 者 主要 为 P, 后 者 主要 有 生物 素 、 地 高 辛 
(Digoxin) 等 半 抗 原 、 荧 光 素 和 酶 等 〈 表 6-7)。 
圳 6-7 部 分 标记 物 


























非 放 射 性 标记 物 
EHR 酶 类 半 抗 原 荧光 素 
3H 生物 素 Bx PE ES B BS 地 商 辛 FË tu W. BS wë X 38 
3p EREHE PE Ti 11 34 1k E f HERE HEFER 
3p 
355 罗丹 明 


125) 





(1) 放射 性 同位 素 标 记 物 

放射 性 同位 素 套 变 时 ， 不 稳定 同位 素 变 为 稳定 同位 素 ， 同 时 从 原子 核 内 发 出 射线 。 发 
出 的 射线 能 感光 义 片 ， 留 下 轨迹 。 如 32P AS 等 发 出 8B- 射线 ， 它 是 带 负 电荷 的 高 速 离子 
Bb. 能 量 很 高 ， 穿 透 能 力 强 。 

放射 性 同位 崇 标记 灵 敏 度 高 ， 可 以 检测 到 10- ”~ 10 到 克 的 物质 ， 在 最 适 条 件 下 ， 可 
以 测 出 样品 中 少 于 1 000 个 分 子 的 核酸 含量 。 但 放射 性 同位 素 存 在 污染 环境 . 有 三 健康 、 
E J 42 38: AE yB 311 28: TE EJ Su “5 Se iq o 

(2) 非 同位 素 

中 生物 素 : 生物 素 (biotin) 属于 B 族 维 生 素 ， 将 生物 素 连 接 在 核酸 探 针 上 ， 利 用 素 
和 京 对 生物 素 有 极 高 的 亲和力 的 原理 ， 分 子 旭 交 后 通过 亲 和 素 (4Avidin) REKAM 
(Streptavidin) 与 酶 结合 ， 进 行 化 学 反应 检测 。 亲 和 素 是 一 种 碱 性 的 四 聚 体 糖 蛋白 (68KD， 
pI10.5)， 每 个 亚 基 能 结合 一 个 生物 素 分 子 。 生 物 素 经 凑 化 修饰 后 可 制备 成 具有 各 种 活性 
基 团 的 衔 生 物 ， 成 为 活化 的 生物 素 。 活 化 的 生物 素 能 与 蛋白 、 糖 类 或 核酸 等 偶 联 ， 当 带 有 
标记 物 的 亲 和 素 与 偶 联 的 生物 素 之 间 结 合 后 ， 即 可 被 显示 。 生 物 素 与 亲 和 素 的 结合 具 有 专 
一 、 迅 速 和 稳定 的 特点 ， 并 能 放大 检测 信和 号 。 

DFH: 在 核酸 分 子 上 用 半 抗 原 标记 制备 成 免疫 核酸 探 针 ， 使 之 能 用 免疫 学 方法 检 
测 。 地 高 辛 是 类 固 醇 半 抗 原 ， 地 高 辛 通过 一 个 合 11 个 碳 原子 的 连接 臂 Ej PK BB pa 2⁄ H BG BE 
啶 环 上 的 第 5 组 碳 原子 连接 形成 地 高 辛 标记 的 尿 喀 聊 核 苷 酸 。 

OM: 主要 有 疗 根 过 氧化 物 酶 (horseradish peroxidase, HRP) 和 碱 性 磷酸 酶 (alkaline 
phosphatase，AP) 。 疗 根 过 氧化 物 酶 或 碱 性 太 酸 酶 直接 标记 在 探 针 上 ， 利 用 酶 的 化 学 反应 
显 色 或 光化学 反应 中 发 出 的 光 进 行 自 显 影 。 

荧光 素 标记 物 有 异 硫 和 氰 酸 荧 光 素 (isothioeyanante, FITC), HÆR AX (resorufin,) 
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P FEEN (rhodamine), £ FW E 3 VU HE ZÉ Se SK BV 88 2 PLH (tetramethy - rhodamine isothio- 
cyanate, TRITC), (FH EF s AMIM (aminomeihyleoumarin acetate, AMCA), @# Pr EË BH ZT 
(texas red), +H T JSE ZR E 

6.2.2.4 DNA 探 针 标记 

DNA 探 针 标 记 方 法 密 种 多 样 ， 可 分 为 缺口 盘 译 、 本 端 标记 、 随 机 引物 标记 、 酶 直接 
标记 法 及 PCR 反应 标记 法 。 标 记 物 分 子 及 标记 三 法 的 益 异 都 关系 到 探 针 的 沽 敏 度 、 分 辩 
溢 和 特异 性 等 重要 问题 。 表 6 -8 为 DNA 探 针 类 型 与 常用 标记 方法 。 日 前 酶 直 标 法 也 可 用 
20bp 以 上 的 人 台 成 赛 核 苷 酸 。 


> 























表 6-8 DNA 探 针 类 型 与 标记 方法 








探 针 类 型 标记 方法 

双 链 DNA O RUPEE, ILIE, RERE 
单 链 DNA 随机 引物 法 ， 酶 直 标 法 

合成 赛车 酸 木 端 标 记 法 ， 随 机 引物 法 





1. 缺口 翻 详 标记 法 

WEO MIE (nick translation) 或 缺口 平移 法 是 早期 实验 室 的 DNA 探 针 标记 法 。 它 利 
HREH DNA REI (E.coli DNA polymerase I) 的 多 种 酶 促 活 性 将 标记 的 dNTP $ 
人 到 新 形成 的 DNA 链 ， 合 成 带 标记 物 的 DNA 探 针 。 线 状 、 超 螺旋 及 带 缺 口 的 环 状 双 链 
DNA 均 可 作为 缺口 翻译 法 的 模板 。 首 先 ， 极 微量 DNase 1 在 ME 的 存在 下 ,在 DRNA 链 上 
随机 形成 单 链 缺 口 。 利 用 大 肠 杆 菌 DNA 聚合 酶 的 5' -3 核酸 外 切 酶 活性 在 切口 处 将 站 
HEM 5' - 末端 逐步 切除 。 同 时 ，DNA 素 合 酶 I 的 5 一 3’ 聚合 杉 活 性 的 催化 下 ， 上 顺序 将 
dNTP 连接 到 接口 的 3'- 末端- OH 上 ， 以 互补 DNA 单 链 为 模板 合成 新 的 DNA 单 链 。 如 果 
在 及 应 液 中 含有 一 种 或 多 种 标记 的 核 音 酸 〈 如 ”P - dCTP， 或 dUTP - 11 - biotin)， 这 些 标 
记 的 核 背 酸 将 替代 原来 的 核 茜 酸 残 基 ， 结 果 在 新 合成 的 一 条 单 链 上 带 有 标记 物 ， 成 为 高 放 
射 活性 的 或 带 生 物 素 的 DNA RE (图 6-6)。 

2. 随机 引物 标记 法 

随机 引物 标记 法 (random primer) 是 近年 来 发 展 起 来 的 一 种 较 理想 的 DNA 探 针 标记 方 
法 , 已 成 为 实验 室 DNA 探 针 标记 的 常规 方法 。 利 用 随机 引物 ， 与 模板 DNA 结合 ， 在 DNA 
酶 作用 下 按 5" 3: 方向 合成 与 模板 互补 的 新 的 DNA 链 。 

随机 引物 (random primer) 指 含 有 各 种 可 能 排列 顺序 的 蹇 核 苷 酸 片 段 的 混合 物 ， 它 可 
以 随机 地 与 核 荐 酸 序列 杂交 ， 起 到 人 聚合 酶 反应 的 引物 作用 (图 6-7)。 实 验 室 中 所 用 的 随 
机 引物 可 以 通过 PNase 工 酶 解 小 牛 胸腺 DNA 得 到 。 目 前 市 售 的 试剂 合 中 的 随机 引物 是 人 工 
2 B F E: E PE 32 6bp 寡 核 昔 酸 ， 售 有 各 种 可 能 的 序列 【4 = 4096 种 排列 序列 ) 。 

将 待 标 记 的 DNA 片段 变性 后 与 随机 引物 混合 ， 随 机 引物 结合 在 DNA 片段 上 ,在 大 肠 
杆菌 DNA REWI KHB (klenow fragment) 催化 下 ， 合 成 与 探 针 DNA 序列 互补 的 DNA 
链 。 当 反应 液 中 含有 a P- dNTP 或 daUTP- 11 — biotin 时 ， 即 形成 放射 性 或 生物 天 标记 的 
DNA 探 针 。 
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图 6-5 缺口 平移 法 示意 转 图 56-7 随机 引物 标记 法 原理 示意 图 


3. 末端 标记 法 (End - labeling) 

与 缺口 平移 法 及 随机 翻译 法 人 不同， 末端 标记 法 并 不 将 DNA 片段 的 全 长 进行 标记 ， 而 
是 只 将 其 一 端 (5' 或 3' 端 ) 进行 部 分 标记 ， 将 标记 物 导 人 线形 DNA 的 5 或 3' 端 。 

5' 端 标记 法 需 用 T, 多 聚 核 苷 此 激酶 (T, polynucleotide kinase，PNK)， 而 最 常用 的 标记 
H (y 2p) ATP 和 Biotin - 11 -~ dUTP, T, 多 聚 核 芽 酸 激酶 能 特异 性 地 将 ?P 从 〈7-32P) 
ATP 转移 到 DNA 的 5 - OH。 由 于 大 多 数 DNA 的 5' 端 含有 克 酸 基 团 ， 因 此 标记 前 先 要 用 碱 
性 磷酸 酶 将 磷酸 基 团 切除 。 

DNA 的 3' 端 可 用 末端 脱氧 核 苷 酰 转移 酶 (terminal deoxytransferase, TDT) 来 进行 标记 ， 

该 敌 能 不 依赖 模板 将 dNTP 加 到 单 链 或 双 链 DNA 的 3 末端 上 ， 可 将 单个 或 多 个 标记 的 核 昔 
酸 加 到 3' 端 上 (图 6-8)。 
5 — —nsÜ -3 
yy 末端 脱氧 核 背 酰 转移 禾 标 记 的 dNTPs 


5! — 一 3 s#*okkk 





图 6-8 末端 转移 酶 制备 3 末端 标记 探 针 原理 示意 转 


4. 酶 直接 标记 法 

此 方法 主要 用 于 非 同位 素 标记 物 ， 如 后 根 过 氧化 物 酶 ， 先 与 对 某 醒 (PBQ) 结合 ， 再 
利用 对 芋 醒 的 活化 基 团 与 紊 乙 烯 亚 胺 (PED 结合 ， 形 成 带 大 量 正 电荷 HRP - PBQ - PEI 复 
合 物 。 复 合 物 与 带 负 电 苛 的 DNA 片段 结合 ， 册 利用 灾 联 剂 成 二 侠 的 酸 胺 键 ， 共 价 结合 交 
联 在 一 起 ， 撒 成 稳定 的 酶 - DNA 复合 物探 针 。 一 个 DNA 探 针 分 子 上 可 以 带 有 允 个 酶 分 子 
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5. 合成 个 联 标记 法 

在 DNA 合成 过 程 中 5 - 木 端 碱 基 连 接 一 个 带 NH 的 连接 物 (linker), HAARE 
反应 ， 连 接 上 一 个 酶 分 子 或 荧光 分 子 ， 直 接 标 记 守 核 并 酸 上 ， 目 前 许多 商业 试剂 盒 如 
Cellmark Diagnosis 中 使 用 的 探 针 属于 此 类 方法 制 成 的 。 

6.2.2.5 DNA 探 针 的 纯化 

DNA 探 针 标记 反应 结束 后 ， 反 应 滚 中 仍 存 在 未 控 人 到 DNA 中 去 的 dNIP 等 小 分 子 。 如 
不 除去 ， 有 时 会 干扰 下 一 步 的 杂 次 反应， 因此 DNA 探 针 标记 后 需要 纯化 。 纯 化 的 方法 有 
(1) 效 胺 过 滤 柱 雇 析 法 (2) 乙醇 沉淀 法 G) 反 相 柱 层 析 法 。 

同位 素 标记 的 常用 SephadexG - 50 凝 胶 过 滤 柱 层 析 法 。 非 同位 素 标 记 的 则 常用 乙醇 沉 
淀 法 。 

6.2.3 固 相 液 相 分 于 杂交 

由 坦 点 或 狭 甸 印迹 转移 成 的 请 弄 进 行 的 杂交 ， 叫 笨 点 或 狭 锋 杂 交 。 由 Southem 或 真空 
或 电 转 称 印 迹 而 来 的 滤 莉 杂交 时 Southern AE, AREER MARTHA. DNA RAT 
与 靶 DNA 片段 的 染 交 和 杂交 后 的 洗 膜 。 洗 膜 的 目的 是 去 除 在 杂交 过 程 中 非特 异 结 合 的 
DNA 探 轩 分 子 ， 提 高 背景 信和 号 噪音 比 ， 获 得 理想 DNA 杂交 图 谱 。 

1. 杂交 体系 建立 

分 子 杂 交 过 程 ， 实 际 上 是 DNA 的 复 性 过 程 。 只 要 待 测 DNA 样品 中 存在 与 加 人 入 DNA # 
针 同 源 或 异 源 的 互补 序列 ， 在 一 定 条 件 下 ， 即 可 退火 形成 DNA 双 链 ， 即 DNA Aik, A 
性 过 程 相当 复杂 ， 并 不 是 个 简单 变性 的 一 逆反 应 过 程 。 变 性 过 程 可 以 在 一 个 极 短 的 时 间 内 
迅速 完成 ， 而 复 性 则 需要 相对 较 长 的 时 间 。 如 果 使 热 变性 的 DNA 溶液 迅速 冷却 ， 则 只 能 
形成 一 些 不 规则 的 碱 基 对 ， 而 不 会 完全 恢复 DNA 双 链 结构 。 但 将 变性 DNA 溶液 置 低 于 Tm 
信 25 C 的 温度 下 维持 一 段 时 间 后 ， 则 可 使 之 回复 到 天 然 的 双 链 结构 状态 。 前 面 已 介绍 
DNA 复 性 受 许 多 因素 影响 ， 建 立 杂 冯 体 系 应 考虑 到 这 些 因 素 : 

(1) DNA 分 子 的 复杂 性 : DNA 的 复杂 性 与 其 分 子 量 成 正比 ， 复 性 速度 与 DNA 分 子 的 
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复杂 性 成 有 反比。 分 子 扯 越 大 、 越 复杂 ， 复 性 速度 越 慢 。 如 大 肠 杆 菌 染 色 体 DNA 的 分 子 量 
IEMETA IE px174 DNA 大 1 000 信 ， 其 复 性 速度 也 慢 1 000 (E. 

(2) 探 针 DNA 的 片段 大 小 : 复 性 过 程 是 两 条 单 链 间 互相 碰撞 过 程 。 碰 撞 的 机 会 越 多 ， 
复 性 的 速度 趣 快 。 大 的 DNA 片段 在 溶液 中 的 扩散 速度 较 慢 ， 碰 撞 互 补 单 链 的 机 会 少 ， 复 
性 慢 。 小 的 DNA 片段 在 溶液 中 的 扩散 速度 快 ， 增 加 了 相互 之 间 的 碰撞 机 会 。 因 此 在 杂交 
时 一 般 制 备 成 小 片段 的 探 针 。 

(3) DNA 的 浓度 ， 法 度 越 高， 单 链 之 间 互 相 琵 撞 的 机 会 越 多 ， 复 性 越 快 ， 因 此 在 厅 
交 时 要 保证 有 足够 的 DNA PK EE. DNA 在 50 ~ 10011 杂交 液 /平方 厘米 泪 腊 为 宜 。 

(4) 杂交 温度 : 高 温 下 双 链 DNA 变性 成 单 链 ， 温 度 降 低 ， 互 补 单 链 DNA 又 复 性 成 双 
链 ， 温 度 是 影响 杂交 过 程 的 一 个 重要 因素 。 杂 交 温 度 一 般 控 制 在 Tm 值 - 25 乞 左右 为 宜 ， 
温度 过 高 或 过 低 ， 都 会 使 分 子 的 布朗 和 运动 速率 减低 ， 错 配 碱 基 间 氢 键 不 易 断 裂 ， 杂 交 的 特 
异性 下 降 。 变 性 温 典 计算 经 验 公式 

变性 温度 =81.5%C -2.76M +'0.41 (G+ C)% - 500/n - 0.61 (PRIR 5%) 

其 中 MA Nat 的 摩尔 浓度 ; n 为 探 针 的 复杂 性 (没有 重复 序列 时 ， 即 为 探 针 长 度 (bp 
数 )。 例 如 : 一 个 长 度 为 500bp HRH, (G+ C) 含量 为 50%， 杂 交 体 系 中 含有 5 x SSC 
(0.75mol/L Nat) 和 50% 甲 酰胺 ， 则 其 变性 温度 为 : 

81.5% -2,07 +20.5- 1 -30.5 = 68.4 

那么 ， 其 杂交 温度 为 68.4 -25T =4.4C., HERE DNA 分 子 的 变性 剂 ， 一 般 而 
， 有 甲 酰 胺 存在 时 杂交 温度 为 和 2 所 ， 无 甲 酰胺 存在 时 可 用 65 ~ 68% 。 琳 交 后 最 终 洗 腊 
温度 一 般 应 低 于 Im 值 5~12% ， 一 般 在 55 ~ 62€. 

(5) 杂交 溶液 的 离子 强度 ， 在 杂交 混合 物 中 , 带 有 同性 电荷 的 DNA 分 子 互 租 排斥。 
同性 电 荣 其 越 高 ， 排 尺 算 其 。 在 茶 一 杂交 缓冲 液 系 统 中 ， 互补 DNA 链 往往 带 有 同 种 电荷 ， 
不 利于 杂交 。 为 了 消除 电荷 排斥 ， 杂 交 液 中 应 有 较 高 浓度 的 拓 ， 一般 用 5x 或 6x SSC， 增 
加 溶液 的 离子 强度 ， 消 除 DNA 的 净 电 苟 。 

(6) 杂交 溶液 的 体积 : 溶液 体积 越 大 ， 杂 交 效 率 越 低 。 在 保证 覆盖 膜 的 前 得 下， 应 尽 
量 减 少 杂 交 溶 液 的 体积 。 一 般 每 平方 厘米 腹 加 杂交 液 50 ~ 100p1。 

(7) RE: 一 般 为 Cw 的 1~3 f; C 为 当时 间 为 0 时 的 DNA RE, ta ARAR 
复 性 反应 完成 一 半 的 时 间 。 

(8) 为 减少 非特 异性 杂交 反应 ， 在 杂交 前 进行 预 厅 交 ， 将 非特 异性 DNA 结合 点 封闭 ， 
减少 膜 对 探 针 的 非特 异性 吸附 作用 。 常 用 的 封闭 剂 有 两 类 : 变性 的 非特 异性 DNA， 如 能 
鱼 精 子 或 小 牛 胸 脓 DNA 和 高 分 子 化合 物 如 Denhardt ERE (ARRE 400、 标 乙烯 吡咯 烷 
酮 和 BSA〉 或 脱脂 奶粉 、 酌 蛋白。 

(9) MMA R (Dextran sulfate, MW500 000) 能 促进 DNA 链 间 的 缔 合 。 微 粒 表 面 可 
吸附 DNA 探 针 分 子 ， 从 而 使 DNA 接触 面积 增加 ， 有 利于 杂交 反应 ， 在 10% 46888 8 98 rh 
杂交 速度 可 提高 10 ~ 100 倍 。 

(10) 赛 核 苷 酸 探 针 混合 物 的 杂交 : 在 进行 SSOP 分 折 时 ， 目 前 较为 常用 的 是 反 向 杂 
变 ， 不 阿 序列 的 寡 核 苷 酸 固 定 在 尼龙 膜 上 上 ， 与 靶 DNA WIRE, A F yk 
G+C 含 量 不 同 ，Tm 值 有 很 大 的 差异 ， 给 杂交 温度 的 选择 带 来 困难 。 解 决 的 办 法 是 在 杂交 
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体系 中 加 人 3mol zL 氯 化 四 中 胺 【MesNC1，tetramethylammonium chloride), Me,NC1 可 选择 好 
与 入 ~-T 对 结合 ， 并 使 其 稳定 性 提高 ，Tm 值 升 高 ,使 A -了 T 对 的 解 链 温度 趋同 于 C-C 对 ， 
使 赛 核 车 酸 探 针 的 Tm 值 只 与 探 针 的 长 度 有 关 而 与 碱 基 序列 无 关 。 

根据 不 同 要 求 ， 可 采取 不 同 的 强度 杂交 条 件 要 求 。 在 温度 较 低 时 ， 探 针 不 仅 可 与 完全 
互补 的 特异 性 靶 DNA 序列 相 结 合 ， 同 时 也 可 与 不 完全 互补 DNA 序列 结合 而 形成 杂交 体 。 
在 猎 强 度 下 ， 城 基 对 并 不 完全 互补 的 杂交 体 亦 可 形成 (图 6-10)。 只 有 在 席 强 度 条 人 忻 下 ， 
碱 基 完 全 互补 的 杂交 体 才 稳定 ; 影响 强度 的 因素 有 甲 酰 胺 染 度 、 温 度 和 杂交 液 离子 强度 。 
低 甲 酰胺 浓度 、 低 温度 和 高 离子 浓度 的 条 件 下 ， 杂 从 强 度 低 ， 反 之 ， 则 强度 高 。 





Z 
六 Te 
w a ` ` 
` p> ` 
高 强度 条 件 低 强 度 条 件 


图 6-10 高 、 低 强度 条 件 下 的 杂交 体 


对 于 多 基因 座 DNA 指纹 ， 既 要 检测 出 那些 与 探 针 完全 匹配 的 靶 DNA 片段 ， 也 要 检测 
出 那些 与 探 针 碱 基 序 列 部 分 同 源 性 的 半 DNA 片段 ， 采 用 在 高 盐 和 低温 下 厅 交 以 及 在 低 洗 
涂 强 度 下 进行 膜 的 漂洗 。 一 般 是 在 0.5x SSC, 0.1% SDS 缓冲 液 中 后 和 或 室温 漂洗 。 单 基 
因 座 DNA 纹 印 采用 高 强度 杂交 条 件 ， 在 低 赴 和 商 温 下 杂交 以 及 在 高 洗涤 强度 下 进行 噶 的 
B. FARE DNA 指纹 章节 介绍 。 

需要 注意 的 是 ，DNA 探 针 纯度 影响 到 图 谱 的 质量 ，DNA 探 针 中 会 有 未 被 标记 的 DNA 
探 针 与 标记 的 DNA 探 针 竞争 ， 使 灵敏 度 降 低 ， 如 果 含 有 游离 的 ?P dNTP 或 酶 ， 将 增高 背 
景 。 

杂交 、 洗 膜 时 同 太 短 ,溶液 温度 来 不 及 变 找 ， 导 致 共 交 强 度 条 件 不 准确 ， 在 单 基 因 座 
探 针 DNA 图 谱 中 会 出 现 一 些 绊 的 非特 异 带 。 这 种 情况 也 会 出 现在 盐 浓 头 太 高 情况 下 ， 但 
温度 过 高 或 盐 离 子 太 低 ， 又 会 使 灵敏 度 降 低 。 

在 条 交 、 洗 膜 过 程 中 ， 如 揪 动 不 够 ， 会 使 杂交 小 和 洗 膜 液 与 膜 接触 不 均 色 ， 自 显影 后 
出 现 信号 强度 不 一 致 的 情况 。 

膜 表 面 易 破 攒 ， 尤 其 是 在 杂交 过 程 中 ， 增 加 背景 ， 在 所 有 过 程 中 均 应 小 心 操作 。 另 
外 ,由 于 膜 保存 不 善 长 真菌 ， 损 坏 膜 表 而 。 因 此 要 求 膜 用 1 x SSC 冲洗 后 ， 彻 底 陈 干 后 再 
置 于 室温 或 4f ， 如 长 期 保存 ， 需 放 于 -20% 下 。 

尼龙 膜 韧 性 好 ， 杂 交 过 的 膜 通过 洗 去 上 次 杂交 的 DNA RET, ATER, P 
去 膜 上 结合 探 针 的 方法 : 将 膜 在 0.1% SDS 溶液 中 80% FE 15min， 再 在 1 x SSC 溶液 漂洗 
一 次 ， 可 以 进行 预 休 交 或 脉 于 保存 。 
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6.2.4 杂交 情 身 的 检测 
6.2.4.1 放射 性 同位 素 标记 的 DNA 探 针 系统 
同位 素 标记 DNA 探 针 杂交 后 ， 利 用 同位 率 的 放射 线 在 XX 光 片 上 成 影 作用 检测 录 交 信 
， 称 为 放射 自 显影 ， 所 得 到 的 X 光 片 称 为 自 显影 (BB) Hro 
6.2.4,2 EP RIRE DNA 探 针 系统 
除 荧光 和 酶 直接 标记 系统 外 ， 其 他 非 放射 性 标记 物 系统 不 能 直接 被 检测 wT EAE 
联 反 应 将 酶 与 非 放 射 性 标记 物 俏 联 ， 再 进行 第 二 步 的 酶 促 反 应 来 检测 ， 根 据 得 促 反 应 产物 
的 颜色 变化 或 化 学 反应 发 出 的 光 来 检测 条 交 结 果 。 酶 化 学 总 色 反 应 天敏 度 低 ， 日 前 仅 用 于 
斑点 泰 交 中 。 常 用 的 检测 方法 是 化 学 发 光 技 术 。 在 氧化 剂 存 在 时 ， 了 刚刚 被 氧化 的 发 光 底 物 
常 被 冻 根 过 氧化 物 酶 或 碱 性 磁 酸 酶 催化 氧化 成 激发 状态 ， 处 于 激发 状态 的 分 子 骸 不 稳定 ， 
要 茎 迁 回 某 态 。 从 激发 态 蝗 迁 到 基态 时 发 出 光 ， 释 放出 的 光 能 使 X 光 片 感 基 成 影 ， 显 未 
DNA 谱 带 。 但 光 强 度 较 弱 。 在 反应 体系 中 加 入 增强 剂 《 芥 类 和 荧光 束 类 化 合 物 ， 如 羟基 
肉桂 酸 }， 使 光子 强度 放大 400 ~ 1 000 倍 ， 极 大 提高 了 仪器 检测 和 胶片 感光 的 有 灵敏度， 其 
灵敏 度 接 近 同 位 素 标 记 探 针 。 
1. HRH AEH 
HRP 的 显 色 底 物 有 DAB (3, 3'-— diaminobenzidine, ZA 3E BE Æ) 和 TMB (3, 3, 
5，5' - tetrameihylbenzidine, [JHH ÆR). CIJE HRP 作用 下 氧化 脱 氨 育 接 在 杂交 部 位 
产生 一 -种 不 溶 于 水 的 有 色 物 质 。DAB HRP 催化 形成 红色 的 产物 ， 而 TMB 则 为 蓝 色 物 。 
关 根 过 氧化 物 酶 以 鲁 米 诺 即 氨 基 葵 二 栈 肝 (5 - amino - 2, 3- dihydro — 1, 4 - phtha- 
lazinedion) 及 其 衍生 物 为 发 光 剂 ， 过 氧化 氢 、 过 硼酸 钠 等 过 氧化 物 为 氧化 剂 ， 催 化 反应 发 
出 光 ， 在 X 光 片上 感光 成 像 ， 记 录 DNA 谱 带 (图 6 - 11)。 用 于 反应 中 的 增强 剂 (En- 
hancer) 有 2 类 : 一 类 是 6 - 关 基 革 唆 哗 及 其 街 生物 ， 另 一 类 是 具有 对 位 取代 基 的 酌 类 ， 
WAREN., HERT. 
对 生物 素 标 记 的 探 针 用 链 亲 和 素 - HRP 作用 ， 同 理 引 起 化 学 发 光 。 
2. 碱 性 磷酸 酶 
碱 性 磷酸 酶 标记 探 针 与 化 学 发 光 底 物 CSPD (disodium - 3 -《4 - methoxyspiro {1，2 一 
dioxetane — 3, 2 — (5'-— chloro) tricyclo [3.3.1.1.3.7decan| -4-¥) phenyl phosphate) 作 
用 时 , 碱 性 磷酸 酶 使 CSPD 脱 碰 形成 不 稳定 的 中 间 产 物 ， 迅 速 分 解 并 发 光 (Anm), RE 
X- 光 片 。3- (2'- 螺旋 金刚 烷 ) -4- 甲 氧 基 -4- (3'- 克 酰基 氧化 ) 酚 - 1, 2 - 氧 环 
化 物 ， 简 称 AMPPD É Lumi- Phos530， 是 碱 性 欧 酸 酶 的 另 一 种 发 光 底 物 ， 其 结构 及 原理 见 
图 6- 12. 
3, BER 
站 抗原 的 标记 物 如 地 高 辛 标记 物 ， 通 过 抗原 - 抗体 免疫 反应 系统 与 显 色 或 发 光 有 反应 偶 
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生物 素 标 记 物 是 非 放射 性 标记 系统 较为 常用 的 标记 系统 。 生 物 素 可 以 作为 抗 生 物 素 重 
G (MAR, avidin) 的 配 体 ， 通 过 亲 合 素 与 酶 偶 联 进行 检测 。Avidin 是 一 种 糖 蛋 白 ， 有 4 
个 与 生物 素 结合 的 基因 座 ， 与 生物 素 的 亲 合 力 极 高 。 但是， 由 于 avidin AERD, FEA 
偏 碱 ， 中 性 环境 下 带 正 电荷 ， 易 与 其 他 带 副 电荷 的 生物 太 分 子 非特 异性 结合 ,再 加 上 体内 
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存在 的 内 源 性 生物 素 的 干扰 ， 易 导致 假 阳 性 结果 。 因 此 日 前 大 多 数 使 用 链 亲 和 素 《strepta- 
vidin)， 它 不 是 糖 重 白 ， 等 中 点 为 中 性 ， 较 少 形成 非特 蜡 和 性 结合 ， 特 异 人 性 极 高 。 

6.2.5 原 位 杂交 

原 位 杂交 (Hybridization in situ) 由 Granstein 和 Hogness 于 1975 年 提出 ， 其 制 样 方法 与 
Southem bla 完全 不 同 ， 利 用 DNA 探 针 与 组 织 切片 或 细胞 中 的 相应 DNA 进行 复 性 杂交 而 斯 
以 检测 ， 称 为 原 位 杂交 技术 。 这 是 一 种 分 子 杂 交 与 组 织 化 学 相 结 合 的 技术 ， 也 称 杂 交 组 织 
EE., ， 细 胞 杂交 或 原 位 组 织 化 党。 有 以 下 特点 : 

L 特异 性 高 ， 可 以 精确 定位 。 

2. 能 在 成 分 复杂 的 组 织 中 进行 单一 细胞 的 杂交 ， 而 不 受 同 一 组 织 其 他 成 分 的 影响 。 

3. 不 需要 从 组 织 中 提取 DNA, 可 完整 地 保持 组 织 与 细胞 的 形态 ， 对 于 组 织 中 会 量 极 
低 的 葛 序 列 有 极 高 的 敏感 性 。 

根据 DNA 柠 针 标记 物 是 天 能 直接 被 检测 ， 原 位 杂交 可 分 为 直接 法 和 间接 法 两 类 ， 图 
6- 13 为 直接 法 与 间接 法 原 位 杂交 示意 图 。 不 位 杂交 技术 广泛 应 用 于 医学 生物 学 ， 其 基本 
程序 包括; 组 织 细胞 标本 的 制备 一 预 杂交 一 杂交 一 潭 洗 一 放射 自 显 影 或 免疫 酶 联 法 显 色 。 
在 法 医 物证 检验 中 应 用 较 少 ， 曾 用 于 检测 Y 染色 体 DNA 进行 性 别 检 验 。 目 前 主要 在 病理 
学 上 用 特异 性 病毒 核酸 分 子 作为 探 针 进行 原 位 杂交 。 检 测 组 织 细胞 中 病毒 DNA 或 RNA, 
以 确定 病毒 感染 ， 或 检测 病理 损伤 的 DNA. 
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BEH KaR 


RAAM (polymerase chain reaction，PCR) ， 是 近年 发 展 起 来 的 一 种 体外 扩 增 特 
异 DNA 片段 的 技术 。 体 外 扩 增 的 思想 早 在 1971 年 就 由 Khorana 及 同事 提出 ， 在 1985 年 由 
Kary Mullis 创立 。 此 法 操作 简便 ， 短 时 间 内 在 试管 中 可 获得 数 吾 万 个 特异 DNA 序列 的 拷 
BL. 1993 年 Mullis 因此 获得 了 诺 见 尔 奖 。PCR 技术 己 迅 速 滩 透 到 分 子 生物 学 的 各 个 领域 ， 
在 分 子 克隆 、 遗传 病 的 基因 诊断 、 法 医学 、 考古 学 等 方面 得 到 了 广泛 的 应 用 ， 而 且 与 PCR 
相关 的 技术 不 断 被 开发 应 用 。 目 前 大 多 数 法 医 DNA 分 析 技 术 均 以 PCR 技术 为 基础 进行 分 
型 。 














7.1 PCR 技术 的 原理 


PCR 技术 实际 上 是 模拟 生物 体内 的 在 模板 DNA、 引 物 和 4 种 脱氧 核糖 核 阁 酸 存 在 下 ， 
依赖 于 DNA 2 S BS IK Sh DNA 酶 促 合 成 反应 。PCR 技术 的 特异 性 取决 于 引物 和 模板 DNA 
结合 的 特异 性 ， 引 物 是 PCR 皮 应 中 最 主要 的 成 分 。 反 应 分 王 步 : (1) 变性 (denaturation): 
首先 是 双 链 DNA 分 子 在 95 乞 左右 高 温 下 加 热 ，DNA 双 螺 旋 配 对 硕 基 间 的 氢 键 断裂 ， 双 链 
BES F BE DNA; (2) 退火 (annealing) : 降低 温度 使 引物 和 其 互补 的 模板 形成 杂交 链 。 由 
于 模板 分 于 结构 较 引 物 要 复杂 的 多， 而 且 肥 应 体系 中 引物 DNA 量 大 大 多 于 模板 DNA, j 
# DNA 双 链 之 间 互 补 的 机 会 较 少 ; (3) 延伸 (extension): 在 DNA 聚合 酶 和 4 种 脱氧 核糖 
核 芽 酸 底 物 肥 MB: * 存 在 的 条 件 下 ， 聚 合 酶 催化 以 引物 为 起 始点 的 5' 一 3' 方 向 的 DNA P£ #E 
伸 反 应 。 

经 过 高 温 变 性 ， 低 温 退 火 和 中 温 延 伸 3 个 温度 的 循环 ,模板 上 介 于 两 个 引物 之 间 的 序 
列 不 断 得 到 扩 增 。 每 循环 一 次 ， 目 的 DNA 的 撕 凡 数 加 信 ， 随 着 循环 次 数 的 增加 ,目的 
DNA 以 指数 的 形式 堆积 ， 数 量 可 达 2 x 1G"’ 揣 页 。 在 反应 的 最 初 阶段 ， 原 来 的 DNA 担负 
着 起 始 模 板 的 作用 ， 随 着 循环 次 数 的 递增 {图 7-1)， 由 引物 引 学 延伸 的 片段 急剧 地 增多 
而 成 为 主要 模板 。 因 此 ， 绝 大 多 数 扩 增 产 牧 将 受到 所 加 引物 $ 末端 的 限制 ， 最 终 扩 增 产 牺 
是 介 于 两 种 引物 5’ 端 之 间 的 DNA 片段 。 





7.2 PCR 反应 


标准 的 PCR 反应 一 般 选用 50 ~ 100 风 反应 体系 ， 其 中 含有 : 
SOmmol/L KC1 
10mmol/L Tris - HCL {室温 下 pH 8.4) 
1.5mmol/L MgCl, 
0.001% R RE LW ET A (BSA) 
2 个 引物 ， 各 0.25pmo/L 
4 种 底 物 (dATP+ dCTP+ dGTP+ dTTP)， 各 200umol/L 
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图 7-1 聚合 酶 链 式 反应 示意 图 


(a) 作为 起 始 材 料 的 双 链 DNA ZF, (b) 反应 混 癌 物 加 热 后 发 生 链 的 分 离 ， 然 后 降 肖 使 引物 结合 到 位 二 待 扩 增 的 
R DNA 区 域 两 端的 退火 位 置 上 ; te) Ta RARE DNA 为 模板 在 引物 的 引导 下 利用 反应 混合 物 中 的 dNTPs 合成 下 
补 的 新 链 DNA: (d) 将 反应 混合 物 再 次 加 热 ， 使 旧 链 和 新 链 分 离开 来 : 这 样 使 有 4 个 退火 位 置 可 供 引 物 结 对 ， 其 中 两 
个 在 旧 链 上 ， 两 个 在 新 链 上 ; (e) Ta DNA 聚合 酶 合成 新 的 互补 链 DNA， 但 这 些 链 的 延伸 是 精确 地 限定 于 四 DNA 序列 
区 。 因 此 ， 这 两 条 新 合成 的 DNA 链 的 长 度 是 严格 地 定位 在 两 条 引物 界定 的 区 段 内 ; { 重复 过 程 ， 引 物 结合 别 新 合成 
的 DNA 革 链 的 退火 位 点 ; (g) Taq 埃 人 台 酶 合成 互补 链 ， 产 生 陵 条 与 丢 DNA 区 县 完 全 相间 的 双 链 DNA F ER. 
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模板 DNA 《人 基因 组 DNA) 0.lug 
Taq DNA RAM 2.5u 
反应 条 件 一 般 为 94 乞 变性 30s, 55CiRK 30s, 70 ~ 723E 30 ~ 60s, 30 个 循环 。 
开始 进行 PCR 试验 时 ， 一 般 以 标准 PCR A AE, E E Fu tr th qñ AN 5 py 
体系 组 成 条 件 ， 直 至 建立 一 个 最 适 的 PCR 有 反应。 


7.3 PCR 反应 的 优化 





PCR 必须 具备 下 述 基 本 条 件 ; 1. 模板 DNA; 2. 人 工人 台 成 的 赛 核 背 酸 引物 ; 3. 合适 的 
缓冲 体系 ; 4. Mg + ;5. SARERA ETE: 6. 耐 热 DNA 聚合 酶 ;7, 温度 循环 参数 CE 
性 、 复 性 和 延伸 的 温度 与 时 间 以 及 循环 数 )。 男 外 ， 还 有 一 些 其 它 因素 ， 如 二 甲 基 亚 砚 . 
甘油 、 石 暴 油 、 明 有 这 或 小 牛 血 清白 蛋白 等 对 某 些 特定 PCR 有 一 定 的 影响 作用 。 

7,3.1 模板 DNA 

PCR 是 以 DNA 为 模板 进行 的 核酸 体外 扩 增 。 法 医 DNA 分 析 的 DNA 标本 来 源 广泛 ， 种 
类 和 多， 如 曾 斑 、 毛 发 、 精 斑 、 新 鲜 的 或 经 甲酸 略 定 或 石蜡 包 埋 的 组 织 以 及 陈 侣 骨骼 等 ， 条 
件 不 一 。PCR 技术 对 模板 DNA 的 要 求 是 不 能 混 有 蛋白酶 . RE., Tag 酶 捉 制剂 以 及 能 与 
DNA 发 生 结 台 的 蛋白 质 等 ， 因 为 这 些 物质 会 影响 PCR 扩 增 ,， 另外， 残留 过 高 浓度 的 盐 或 
EDTA 都 可 能 抑制 PCR 反应 。 关 于 DNA 的 具体 处 理 方法 详 见 DNA 提取 部 分 。 

PCR 反应 中 模板 加 估量 一 般 为 10 ~ 10: 拷贝 的 靶 序 列 。1lpg 人 基因 组 DNA 相当 于 3 x 
10 个 单 拷贝 的 邯 分 子 。 理 论 上 ， 反 应 中 仅 需 加 入 0.5~2ng 人 基因 组 DNA 即 可 。 

扩 增 靶 序 列 的 长 度 根据 不 同 目 的 而 不 同 。 员 然 用 Taq 聚合 酶 在 合适 条 件 下 和 和 较 长 延伸 
时 间 下 ， 可 扩 增 长 达 10 ~ 20kb 的 片段 ， 但 一般 在 500bp 以 下 ， 以 100 ~ 300bp 为 最 好 。 

7.3.2 引物 

PCR 扩 增 产物 的 长 度 、 特 措 性 是 由 特异 引物 原 定 的 。 因 此 ， 引 物 的 设计 与 合成 是 保证 
PCR 成 功 的 关键 因素 之 一 。 

1. 引物 合成 的 质量 

合成 的 引物 中 会 含有 一 些 “ 错 误 序列 "， 其 中 包括 不 完整 的 序列 和 脱 嘲 叭 产物 等 ， 这 
此 序列 可 导致 非特 异 扩 增 和 降低 目的 片 眉 扩 增 效率 。 因 此 ， 合 成 的 引物 必须 经 紊 丙烯 酰胺 
狐 胶 电泳 或 反 向 高 压 液 相 层 析 (HLPC) 纯化 ， 以 达到 只 含有 单一 的 引物 序列 。 反 复 冻 裔 
可 引起 引物 的 降解 ， 引 物 应 少量 分 装 保 存 ， 避 免 反 复 冻 融 。 冻 干 引物 在 - 20 H Ë ZE 
12 ~ 24 个 月 ， 被 体 状 态 在 - 20 乞 可 保存 6 个 月 。 

2. 引物 的 设计 息 则 

引物 的 优 劣 直 接 关 系 到 PCR 的 特异 性 与 成 功 与 否 ， 因 此 ,引物 的 设计 应 遵循 以 下 原则 。 

a) KÆ I 

Ber trae sl K BE 15- 30bp， 一 般 为 加 ~ 27mer。 引 物 的 有 效 长 度 

(Ln) =2x (G+C) + (A+T), Ln 值 不 能 大 于 38， 如 果 Ln>38， 最 适 延 伸 温度 会 
超过 Tag DNA 襄 合 酶 的 最 适 温度 (74 乞 )， 不 能 保证 产物 的 特异 性 。 

(2) GT C& R 

G+ C 含量 一 般 为 40% ~ 60% 。 鹿 核 苷 酸 的 解 链 温 度 〈Tm 值 ) 与 GC AREK. 
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Tm=4 (G+C) +2 (A+T), 有 效 引物 的 Tm 为 55 ~ 804C。 

(3) 碱 基 的 随机 分 布 

引物 中 四 种 碱 基 的 分 布 应 当 是 随机 的 ， 不 要 有 育 呆 吟 或 豪 旷 啶 的 存在 。 尤 其 3' 端 不 应 
超过 3 个 连续 的 G 或 C， 因 这 样 会 使 引物 在 G+C 写 集 序 列 区 引发 错误 。 

(4) 引物 自身 碱 基 结 构 

引物 自身 不 应 存在 互补 序列 ， 和 否则 引物 自身 会 折 委 成 发 末 状 结构 或 引物 本 身 复 性 。 这 
种 二 级 结构 会 因 空 间 位 阻 而 影响 引物 与 模板 结合 。 引 物 自身 连续 互补 碱 基 不 能 超过 3 对 。 
另外 ,两 引物 在 3 端 不 能 出 现 同 源 序 列 ， 否 则 会 形成 引物 二 聚 体 ; 两 引物 之 间 不 应 有 互补 
性 ,一 对 引物 间 不 应 有 多 于 4 个 连续 的 同 源 性 或 互补 性 碱 基 。 

(5) 引物 的 3 末端 碱 基 

引物 的 延伸 是 从 3' 端 开始 的 ， 引 物 3 端的 本 位 碱 基 在 很 大 程度 上 影响 Tag DNA 聚合 酶 
的 延伸 效率 ， 不 能 进行 枉 何 修饰 。3’ 端 也 不 能 有 形成 任何 二 级 结构 的 可 能 ， 除 在 特殊 的 
PCR (AS - PCR) 反应 中 ， 引 物 3' 端 不 能 发 生 错 配 。 

有 资料 表明 ， 引 物 3' 端 不 同 碱 基 扩 增 引 发 效率 有 很 大 差异 ( 表 7 - 1)，3' 端 碱 基 应 选 
HT, C. G, T SEE, 以 3' 端 AT 含量 多 , B 5' 端 及 中 端 GC 含量 多 为 好 , 可 减少 非特 
异 扩 增 。 


表 7-1 引物 3' 端 碱 基 错 配对 扩 增 效率 的 影响 











引物 3' 端 碱 基 
I C G 
模板 3 端 碱 基 T 1.0 1.0 10 0 
C 1.0 «0.01 1.0 1.0 
G 1.0 1.0 1.0 =0.01 
A 1.0 1.0 =0.01 0.05 


注 : 完全 配对 产物 量 定 为 1.0 


间 等 条 件 下 ， 引 物 3' 端 第 2 位 或 第 3 或 4 位 的 错 配 对 扩 增 量 影响 不 大 ， 但 易 出 现 非 特 
异 扩 增 和 引物 二 聚 体 。 

(6) 引物 的 5'3Wq 88 34: : 

引物 的 5' 缮 腿 定 着 PCR 产物 的 长 度 ， 它 对 扩 增 特异 性 影响 让 大 。 因 此， 可 以 被 修饰 
而 不 影响 扩 增 的 特异 性 。 引 物 5' 端 修饰 包括 :加 酶 切 位 点 ; MEEDE, E, BAE, 
FEui+ 等 ; 引 人 和 人 蛋白 质 结合 DNA 序列 ; 引 人 突 变 位 点 、 非 人 基因 组 DNA 序列 (如 MYR 分 
析 中 TAG 序列 ) 等 。 

《7) 密码 子 的 简 并 

在 扩 增 编码 区 域 时 ， 引 物 3' 问 不 要 终止 于 密码 子 的 第 3 位 碱 基 ， 因 为 密码 子 的 第 3 位 
易 发 生 简 并 ， 会 影响 扩 增 特异 性 与 效率 。 

(8) 引物 的 特异 性 

引物 与 非特 异 护 增 序列 的 同 源 性 不 要 超过 70 久 或 有 连续 8 个 互补 碱 基 间 源 。 
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(9) 避 升 引物 的 一 级 结 梅 区 

某 些 引 物 无 效 的 主要 原因 是 引物 重复 区 DNA 二 组 结构 的 影响 ， 选 择 扩 增 片段 时 最 好 
各 开 二 组 结构 区 下 。 若 不 能 避 开 这 一 区 域 时 ， 玫 7- deaza - 2'- Hü £ GTP 取代 dGTP HE 
增 的 成 凡是 有 帮助 的 。 

3. 引物 的 用 量 及 其 计算 

一 般 PCR 反应 中 引物 的 终 浓 度 为 0.1 ~ humol/1,， 在 此 范围 内 ，PCR 产物 量 基本 相同 。 
引物 低 于 0.1nmolzL 时 ， 则 产量 降低 。 引 物 少 度 过 高 会 促进 引物 的 错误 引导 合成 非特 异 产 
w., 增加 引物 二 豆 体 的 形成 。 如 果 错 配 或 引物 二 豪 体 出 现在 早期 的 循环 中 . 也 成 为 PCR 
反应 的 模板 ， 与 靶 序 列 竞争 DNA 聚合 酶 、dNIP 底 物 ， 从 而 使 丢 序 列 的 扩 增 景 降低 。 不 同 
的 反应 引物 的 最 适 浓度 也 不 同 ， 最 好 选用 几 种 不 同 浓度 实验 绸 作 调 整 ， 尽 可 能 降低 引物 浓 
E, WEA PCR 反应 是 有 益 的 。 

摩尔 消光 系数 (Eu) 是 lem 2648 FE 6 388 H WISE 1mol/L 83 B RR Wk E UV eon F AIYE 
EE (0D) Ë. En 可 按 下 式 计 算 : 

Ek =a (16000) +b (12000) +e (7 000) +d (9 600) 

其 中 ,ab、e 和 ad 分 别 代表 豪 核 苷 酸 中 由 G. C 和 了 T 的 个 数 。 

例如 ; 一 纯化 的 20mer BEERE T 0.1m 水 中 ， 取 10d 稀释 至 1.0ml， 测 其 OD = 
0.50， 则 

原液 的 OD 为 0.50x 100 = 50, FKF E r AQ 98 3ESH IR S A= 5, CG=5, C=5, T=5, 
其 EM 为 ， 

Eu =5 (16000) +5 (12000) +5 (7000) +5 (9600) =223 000 

原液 中 塞 核 苦 酸 的 摩尔 浓度 为 : 

50 + 223 000 = 2.9 x 10~*mol/L = 290nmol/ L, 

也 可 以 用 小 卫星 - PCR 章节 介绍 的 方法 计算 。 

7.3.3 #R Hh 8 

标准 缓冲 体系 为 10 ~ 50mmo/L Tris = HCL (pH8.3 ~ 8.8, — 20%), Tris 是 -一 种 双 极 性 
ATAR, 改变 反应 液 的 缓冲 能 力 , 会 引起 PCR 扩 增 效率 的 改变 。 如 将 Tris 浓度 增加 到 
50mmolL/L (pH8.9)， 有 时 会 增加 产量 。 

反应 混合 液 中 KO 浓度 在 S0mmolL 下 有 利于 引物 的 退火 ， 超 过 50mmol/L 的 KC 则 抑 
制 Tag DNA 聚合 酶 的 活性 。 有 些 反 应 小 中 以 NH 代替 k* ， 其 浓度 为 16.6mmolL。 反 应 
中 加 入 小 牛 血 清白 蛋白 (100gm) WBA (0.001%) 或 Tween-20 (0.05% ~0.1%) 有 
助 于 酶 的 稳定 ， 反 应 中 加 人 5mmoll 的 二 歼 苏 糖 醇 《DTT) 也 有 类 似 作 用 ， 尤 其 在 扩 增 长 
片段 或 有 措 制 剂 存在 时 ， 加 入 这 些 酶 保护 剂 对 PCR 反应 是 有 利 的 。 

7.3.4 Mg * 

Mg2 t Tag DNA 聚合 酶 活性 所 必需 的 。 因 此， 反应 中 优化 Me ' 浓度 显得 十 分 重要 。 
Mg 浓度 除 影响 酶 活性 与 忠实 性 外 ， 也 影响 着 引物 的 退火 、 模 板 与 PCR 产物 的 解 链 温 度 、 
产物 的 特异 人 性 和 引物 二 聚 体 的 形成 等 。M 好 浓度 过 低 时 ， 酶 活力 显著 降低 ; 过 高 时 ， 则 
酶 催化 非特 犀 的 扩 增 。PCR 反应 中 Mg 浓度 在 0.5~ 2.5mmolL 之 间 。 需 注意 的 是 ，Taq 
DNA 聚合 酶 需要 的 是 游离 的 Met, M PCR 混合 物 中 的 DNA 模板 、 引 物 和 dNTP 的 磷酸 基 
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BI2EJ aj Me 结合， 降低 M8! 实际 浓度 。 因 此 ，PCR 中 Me RIMA REEE dNTP 浓度 高 
0.2~2.5mmol/L。 另 外 还 贫 注 意 引 物 和 模板 DNA 中 如 含 EDTA 等 萤 合 剂 也 会 影响 游离 
M 浓度 。 

最 佳 Me ' 浓度 确定 方法 : 在 模板 DNA 量 ， 引 物 和 ANTP 深度 和 设 定 的 PCR 循环 参数 
确定 情况 下 ， 反 应 中 使 用 不 加 Mg * 的 PCR 缓冲 液 中 。ME 浓度 按 0.5mmolzL 递增 (0.5, 
1.0, 1.5, 2.0，2.5~5.0mmol/L) 实验 。 在 确定 了 Mg ' 大 概 浓 度 以 后 ， 再 在 该 浓度 上 下 ， 
以 0.2mmol/ L 递增 和 递减 数 个 浓度 来 确定 Me’ 的 最 适 浓 度 。 

7.3.5 ZRI SH (dNTP) 

反应 中 每 种 dNTP (dATP, dCTP, dTTP 和 dCTP) 的 终 浓度 为 20 - 200pmolzL， 在 此 范 
ĦA, PRAHE, 、 特 异性 与 合成 忠实 性 问 的 平衡 最 佳 。 所 用 的 四 种 dNTP 终 浓度 相等 ， 
可 使 错误 挨 人 率 降 至 最 低 。 

4 种 ANTP 的 浓度 对 保持 伐 基 搓 入 忠实 性 是 很 重要 的 。dNTP 终 浓 度 大 于 50mmol/ L 时 
Shl Tag DNA RGR IE, BAREDE dNTP 浓度 可 根据 特定 靶 序 列 长 度 和 碱 茜 组 成 来 
确定 。 如 在 100u 反应 液 中 ， 每 种 dNTP 若 为 29pmolL/L， 理 论 上 足以 合成 2.6ug 产物 。 

贮备 dNTP 液 应 用 NaOH 调 pH 至 中 性 ,浓度 用 分 光 光 产 计 测定 。 贮 备 省 为 5 -~ 
lO0mmol/L, DJE - 20 和 保存。 

AAR, ANTP 的 类 似 物 也 可 失信 到 PCR 产物 。 

7.3.6 耐 热 DNA RGA 

在 PCR 反应 中 ，DNA 集合 酶 是 最 关键 的 因素 之 一 。PCR 发 明 的 初期 使 用 的 DNA 聚合 
酶 是 大 肠 杆 菌 DNA RAE 的 Klenow 片段 。 由 于 : (1) 该 酶 的 热 稳 定性 差 ， 每 次 DNA 热 
变性 后 ， 该 酶 继 大 部 分 已 失去 活性 ， 每 一 至 数 个 答 环 即 需 添 加 新 酶 ; (2) Klenow 酶 反应 温 
度 偏 低 ， 容 易 形 成 引物 与 DNA 模板 的 非 专 一 性 配对 ， 产 生 非 特异 性 扩 增 。 由 于 温度 低 ， 
反应 易 受 某 些 DNA 二 级 结构 的 影响 而 得 不 到 完整 的 扩 增 产物 。Klenow 酶 的 热 稳 定性 差 和 
使 用 不 便 限 制 了 其 在 PCR 反应 中 的 应 用 。 以 后 人 们 曾 使 用 T4 DNA RAA T DNA REG 
酶 ， 两 者 哩 使 扩 增 特异 性 增加 和 DNA 合成 速度 提高 ， 但 终 因 对 热 的 稳定 性 差 而 未 得 到 广 
泛 应 用 。 直 到 耐 热 DNA RA (A Taq DNA polymerase) 应 用 于 PCR 反应 ， 才 使 这 一 技术 
得 到 迅速 发 展 和 广泛 的 应 用 。 

Taq DNA 聚合 酶 是 从 一 种 嗜 热 水 生 菌 Thermus aquaticus YT- 1 菌株 中 分 离 提 纯 的 。 它 
是 从 美国 黄石 国家 森林 公园 火山 温 拱 中 分 离 得 到 的 ， 生 长 在 70 ~ 375$ 完 极 富矿 物质 的 环境 
中 。 在 嗜 热 脂肪 芽孢 杆菌 及 其 他 一 些 嘲 热 菌 中 也 得 到 类 似 的 耐 热 DNA CA BS. 

Tag DNA 窜 合 酶 基因 全 长 2496 个 碱 基 ， 编 码 832 个 氨基 酸 ， 其 酶 蛋白 分 子 量 为 94kD。 
该 酶 在 70 ~ 35 和 时 具有 最 高 的 生物 学 活性 (E 7- 2a), 75 ~ 80%C 茶 件 下 每 一 个 酶 蛋白 分 
子 每 秒 可 延伸 约 150 EER. ERER, Tag DNA 聚合 酶 延 伟 速度 明显 下 降 ， 如 70T 
时 ， 酶 分 子 延伸 速率 在 0 个 核 井 酸 / 秘 以 上 ，55 亿 时 为 22 BAERE: 而 37 和 和 22 CIR) 
分 别 为 15 AERALA 0.25 核 背 酸 / 秒 。 当 温度 超过 8 和 时 ， 合 成 速度 也 明显 下 降 ， 可 
能 是 引物 或 引物 - 模板 的 稳定 性 遭 到 了 破坏 。Taqg DNA RARE pH 值 为 8.3~9.0 (图 
7— 2h)。 

Tag DNA 豪 合 酶 具有 良好 的 热 稳 定性 。 实 验 结果 表明 92.5 . 95. 97% F DNA RA 
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7-2 温度 .pH 值 对 Taq DNA 聚合 酶 活性 的 影响 
a: 温度 对 Tag DNA WG iS fEWJSEB I b: pH 值 对 Tag DNA RG M83061: h E W 


酶 的 生物 半衰期 分 别 为 130min、40min 和 5 ~- 6min。 在 PCR 反应 中 ， 变 性 温度 一 般 为 4 
30s， 最 长 不 超过 60s， 以 循环 30 次 计算 ，Taq DNA ROTIRE PCR 反应 的 带 要 (图 7- 
3). 


a 95t 保温 








A 100f 保温 





o 24 06 120 


48 TZ 
时 间 (min) 


图 7-3 Tag DNA MAMARE 


与 太 肠 杆 世 DNA SNS IE, Tag DNA 聚合 酶 具有 5'—= 3' RANE kE MI 5' 一 3' 外 
DERE, BE 3' 一 于 外 切 酶 活性 。 因 此 ， 在 PCR 反应 中 如 果 发 生 某 些 单 核 背 酸 的 错 配 ， 
这 种 酶 是 没有 校正 功能 的 。 使 用 Tag DNA 聚合 酶 的 PCR 反应 出 更 喊 基 鲁 配 的 机 率 为 2.1x 
10-4 左 右 。 

和 许多 其 它 素 合 酶 一 样 ，Taq DNA RGE Mg ' 依赖 性 酶 ， 因 此 ，Taq DNA RGN 
活性 对 Mg !* 浓度 非常 歼 感 。 以 外 鱼 精 DNA 为 模板 ，dNTP 的 总 浓度 在 0.7 ~ 0.8mmol/L, 在 
不 同 浓度 MgCl, 进行 PCR 反应 10min, #Ë 3 3 BH MgCh 浓度 在 2.0mmolL 时 酶 活力 最 高 ， 
10mmol/L MgCl, 使 槛 活性 下 降 50%. Me 浓度 偏 高 ， 酶 活性 受 抑制 。 由 于 MZ BË ff 8 
子 或 负离子 团 (如 磷酸 根 等 ) 结合 ， 在 PCR 反应 中 模板 DNA、 引 物 及 dNTP 均 可 与 MZ * 
结合 ， 龙 以 dNTP 的 影响 最 大 。 所 以 在 不 同 反 应 体系 中 MgCl 浓度 应 适当 进行 调整 。 一 般 
反应 中 Mg * 深度 至 少 应 比 dNTP 总 浓度 高 出 0.2 ~ 2.5mmol/L。 
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KCl 最 适 浓度 是 50mmol/L， 高 于 75mmol/L BF, PCR 反应 明显 抑制 。 均 衡 的 4NTP 有 利 
于 酶 活性 发 挥 ， 并 能 减少 错 配 和 获得 更 多 的 特异 性 DNA 扩 增 产物 。 不 同 变性 剂 对 酶 活性 
的 影响 不 一 样 ( 表 7 -2)， 了解 这 些 特 性 有 助 PCR 反应 的 设计 、 优 化 。 


8 7-2 WRI TaqDNA 聚合 酶 活性 的 影响 











抑制 剂 HE 活性 (%) 
乙醇 <3% 100 
10% 10 
尿素 = 0.5mol/L 103 
1 ,Omol/L 118 
l1.5mol/L. 197 
2.0mol/L 82 
DMSO <1% 100 
10% 53 
20% 11 
DMF g5% 100 
10% 82 
20% 17 
H BL RE = 10% 100 
15% 86 
20% 39 
sps 0.001% 105 
0.01 % 10 

0.1% <0.1 


自从 耐 热 Taq DNA 聚合 本 引信 PCR 后 ， 又 发 现 了 多 种 耐 热 的 DNA RGM, £ 3 Fh 
热 DNA RAME (VENT 和 Tth 等 ) 相继 用 于 PCR。 其 中 ，Vent™ DNA R GRESE New 
England Biolabs 公司 从 海底 火山 口中 在 近 100 乞 高 温 下 生长 的 Thermoccus litoralis 菌 中 提纯 得 
到 的 ， 性 能 比 Tag DNA RANER — T B RA AS. 该 酶 在 100 乞 时 半 误 期 达 95min, 
此 外 还 具有 3'-*5" 外 切 酶 活性 。 但 目前 仍 以 Tag DNA 8 6 Bu 1323. |F] 3 BE 3 £ Bi 81 
备 条 件 、 测 定 方法 、 单 位 定义 有 所 不 同 ， 使 用 时 需 加 以 注意 。 

Gold Tag DNA RAWE Tag DNA 经 过 化 学 修饰 的 酶 ， 热 稳定 性 、 特 异性 好 ， 酶 延伸 反 
REAM OST) 激发 。 

7.3.7 温度 循环 参数 

1. 变性 温度 与 时 间 

PCR 的 变性 这 一 步 很 重要 。 此 步 若 不 能 使 靶 基 因 模 板 和 (或) PCR 产物 完全 变性 ， 就 
会 导致 PCR 失败 。DNA 在 其 链 分 离 温度 (strand separation temperature, Tss) 时 变性 只 需 几 
秘 钟 ， 但 反应 管内 部 达到 Tss 还 需 一 定时 间 。 上 典型 的 变性 条 件 是 95% 30s， 或 和 15s， 更 
高 的 湿度 可 能 更 有 效 ， 万 其 是 对 富 含 G+C 的 靶 基 因 。 但 变性 温度 本 高 会 影响 酶 活性 。 最 
简单 有 效 的 方法 是 在 加 Ta 聚合 酶 前 先 使 模板 在 %5 和 变性 7 ~ 10min， 在 以 后 的 循环 中 ， 
将 模板 DNA 在 94 所 或 95 乞 变性 Imin。 在 扩 增 短片 段 (100 ~ 300bp) 时 ， 可 用 简便 、 快 速 





110 法 医 DNA 分 析 





的 两 步 PCR 法 ， 同 时 在 5~ 10 个 循环 后 ,将 变性 温度 降 至 87 ~ 90 乞 可 改善 PCR 产量 ,其 
体 降低 程度 则 根据 其 体 反应 和 使 用 的 PCR 仪 而 定 ， 

2. 退火 温度 与 时 间 

变性 温度 是 PCR 反应 的 成 败 关键 ， 人 退火 温度 决定 善 PCR 的 特异 性 。 变 性 后 DNA 很 快 
冷却 ， 可 使 引物 和 DNA 结合 。 引 物 退 火 温 度 与 时 间 取 决 于 引物 的 碱 基 组 成 (G+ C SE). 
长 度 和 深度。 长度 在 15 ~ 25bp， 引 物 退 火 温 度 Tm =4 (G+C) +2 (A+T)， 引 物 过 长 ， 
计算 所 得 Tm 会 偏 高 。 合 适 的 退火 温度 应 比 Tm 低 5% 。 实 际 反应 中 可 能 应 以 较 Tm i 6- 
8 开始 为 宜 ， 逐 渐 增 加 ， 每 次 24。 

选择 合适 的 退火 温度 可 以 增高 反应 的 产 率 ， 大 大 减少 引物 与 模板 的 非特 异 结合 ， 提 高 
PCR 反应 的 特异 性 。 由 于 反应 体系 中 ,初始 状态 下 存在 过 量 的 引物 ， 在 开始 几 个 循环 选用 
稍 高 一 点 的 温度 ， 可 能 有 助 于 提高 反应 的 特异 性 。 表 ?7- 3 为 理论 计算 的 碱 基 组 成 与 PCR 
引物 退火 温度 关系 ， 从 表 中 可 根据 AT 与 CC 的 个 数 ， 从 其 交叉 点 迅速 查 出 较为 合适 的 退 
火 温度 。 有 资料 表明 根据 此 表 指 时 分 析 50 对 引物 PCR 的 最 适 姐 火 温度 ， 其 中 有 49 对 引 
物 的 实验 值 与 计算 值 相 差 在 4 和 以 内 。 

当 引 物 长 度 为 12 ~ 15bp BÍ, Tm 值 可 能 只 有 40 ~ .45 和。 这 样 的 引 牺 不 可 能 在 nC 
退火 状态 。 因 此 ， 这 类 反应 需要 利用 Ta 酶 在 较 低 温度 下 的 活性 ， 将 反应 在 50 ~ 60 C 4838 
或 将 温度 缓慢 地 升 到 72 人 来 完成 整个 反应 。 


表 7-3 BD SL 8 RJ 89 Tm 





< 3 4 5 6 7 8 9 11112 13 i4 15 16 i7 18 19 20 21 22 23 24 25 
(AT) 

+ 

3 61 64 66 69 71 73 75 76 78 79 81 82 84 85 5 
á 59 61 64 66 69 71 73 75 76 78 79 81 82 84 85 8G 
5 36 59 61 64 66 69 71 73 75 76 78 820 81 82 84 85 86 
6 33 56 59 62 64 67 69 7t 73 75 76 78 80 8i 83 84 85 

7 50 53 56 60 62 64 67 69 71 73 75 77 78 BO 81 83 84 

8 47 51 54 57 60 62 65 67 69 71 73 75 77 78 80 81 83 

9 44 d& 52 55 57 6D 63 65 68 70 72 74 75 77 78 80 81 

10 41 45 49 53 55 58 61 63 66 68 70 72 74 75 77 78 80 

ll 39 43 46 50 53 56 59 61 64 66 68 70 72 74 75 77 80 

12 4 44 dš 51 54 57 60 62 64 66 69 71 ?2 7á 75 77 

13 42 46 49 52 55 58 60 63 65 67 69 71 72 W 73 

j4 43 47 50 53 58 59 61 63 65 6 69 71 73 74 

15 44 48 51 54 57 59 6l 64 66 68 70 71 73 

16 45 49 52 55 57 60 62 64 66 68 70 72 

J 247 50 3 56 58 61 63 65 67 62 70 

18 A 51 54 57 59 61 83 65 67 69 

19 49 52 55 58 60 62 64 6G 58 

20 50 53 56 58 6 6 6 66 

21 5 4 57 59 61 63 65 

22 52 55 57 6) 6 他 

53 56 58 60 62 

24 54 57 59 60 

25 55 58 的 
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确定 了 退火 温度 后 ,退火 时 间 并 不 是 关键 因素 。 但 退火 时 间 太 长 会 增加 非特 蜡 的 复 
性 ， 太 短 了 产量 低 ， 一 般 不 宜 少 于 30s， 以 保证 引物 与 模板 DNA 结合 。 

3. 延伸 温度 与 时 间 

引物 延伸 温度 一 般 为 2 和 { 较 复 性 温度 高 105 左右)， 此 时 Tag DNA 聚合 酶 活性 最 
高 。 核 苷 酸 的 挫 人 率 为 3,5 ~ 100 个 核 苷 酸 /s， 上 基体 取 决 于 缓冲 体系 、pH、 盐 浓度 和 DNA 
模板 的 性质 。 不 合适 的 延伸 温度 不 仅 会 影响 扩 增 产物 的 特异 性 ， 也 会 影响 其 产量 。 

延伸 时 间 决 定 于 靶 序 列 的 长 度 与 浓度 ， 对 于 长 达 2kb 的 扩 增 片段 ，72 和 延长 Imin E 
T, 3- 4kb 的 靶 序 列 则 需 3 ~ 4min 延伸 。PCR 中 前 几 个 循环 延伸 时 间 应 足够 长 ， 使 靶 序 
列 延 伸 完全 。 对 浓度 很 低 模板 的 扩 增 ， 延 伟 时 间 要 长 些 。 但 延伸 时 间 过 长 会 导致 非特 异 扩 
增 带 的 出 现 。 

4. 循环 参数 

循环 数 决 定 闭 扩 载 程度 、 过 多 的 循环 会 增加 非特 异 扩 增产 物 ， 过 少 的 循环 数 ，PCR 产 
物 量 就 会 极 低 。 在 其 它 参 数 都 已 优化 条 件 下 , 最 适 循 环 数 取 决 于 靶 序 列 的 初始 浓度 。 表 ? 
-43H TARRE DNA 片段 PCR 扩 增 关系 。 在 初始 靶 序 列 为 3x10, 1.5x10, 1x 
10 和 50 拷贝 分 子 时 ， 循 环 数 可 分 别 为 25 ~30，30~35，35~ 各 和 4 各 ~45 个 循环 。 


7-4 御 环 数 与 扩 增 产物 








循环 数 革 DNA 分 子 数 循环 数 # DNA 分 子 数 

1 0 17 32768 

2 Ü 18 65536 

3 2 19 131072 
á 4 20 262144 
5 8 21 524288 
6 16 22 1048576 
7 32 23 2097152 
s 64 24 4194304 
9 128 25 8388608 
10 256 26 16777215 
]1 512 27 33544432 
12 1024 28 67108864 
13 2048 29 134217728 
14 4096 30 268435456 
15 8192 31 536870912 
16 16384 32 1073741824 

7.3.8 PCR 促进 剂 


1. ZMÆER (DMS0): FER DNA RAM KERE PCR 反应 中 加 10% DMSO, 
这 可 能 是 DMSO 有 变性 DNA 的 作用 。DMSO 的 使 用 对 大 肠 杆 菌 DNA RA I Klenow 片段 
是 有 益 的 ， 但 对 Taq DNA 聚合 酶 有 抑制 作用 ， 一 般 反 应 中 应 尽量 不 用 DMSO。 在 复合 PCR 
中 有 时 选用 。 

2, 甘油 : 有 报道 ， 反 应 中 加 5 各 ~ 20% H ih 38 Bi T PCR 反应 的 复 性 过 程 ， 尤 其 对 GC 
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含量 高 和 二 级 结构 多 的 靶 序 列 以 及 扩 增 长 片段 ( > 1500bp) PAM. WEEKE, DMSO 
各 甘油 并 非 对 所 有 PCR 均 有 益 ， 因 此 ， 是 否 加 这 些 试剂 应 根据 具体 情况 而 定 ， 也 需要 操 
作者 的 摸索 。 

3. RAEM P Ei (TMAC): ÆR M PIA 1x107% ~ 1x 107tmo/L 的 TMAC 可 促进 
PCR， 去 除非 特异 扩 增 ， 而 不 抑制 Taq DNA RAIES 

4. T4 噬菌体 基因 32 EAE (gp32); 加 人 10.5~ lul gp32 可 使 Taq DNA 来 合 酶 对 长 片段 
DNA 的 扩 增 改善 至 少 10 倍 。 

5. ARM: 反应 中 所 用 石蜡 油 质量 要 高 ， 不 能 含 换 制 Tag DNA 豪 合 酶 活性 的 杂质 。 
加 石 晴 油 目 的 是 防止 反应 被 贡 发 后 引起 友 应 成 分 的 改变 。 石 蜡 油 的 有 无 对 反应 影响 较 大 。 
但 对 于 有 热 盖 的 PCR fE, W PE 一 Cetus 公司 的 2400. 9600. 9700 等 型 基因 扩 增 PCR 系统 ， 
可 以 不 加 石蜡 油 。 

7.3.9 PCR {X 

自 第 一 人 台 PCR 仪 问世 以 来 ， 已 有 许多 热 循 环 PCR 仪 相继 诞 生 ， 不 同 仪器 由 于 温 控 精 
度 不 同 对 PCR 反应 有 一 定 影 响 。 因 此 ， 优 化 PCR 反应 时 要 注意 不 同 仪器 间 的 差别 。 

7.3.10 平台 效应 

经 过 一 定 次 数 的 热 循 环 ，PCR 产物 渐渐 停止 呈 指 数 状态 的 增加 ， 呈 线性 增加 或 静 球 状 
态 的 这 个 时 期 被 称 为 “平台 期 ”， 进 入 平台 期 的 这 种 现象 叫 平台 效 庶 《plateau effect), JER 
有 0.3 ~ jpmol 靶 序列 的 票 积 。PCR 反应 达到 平台 期 的 时 间 ， 主 要 取决 于 反应 开始 前 靶 DNA 
的 拷贝 数 与 DNA 合成 总 量 。 根 据 反 应 条 件 和 热 循 环 参数 ， 下 列 因 素 可 能 与 平台 效应 有 关 : 
(1) dNTP 和 引物 快速 接 人 底 物 中 ， 狼 度 降 低 ; (2) 随 产 物 的 增加 酶 与 模板 的 比例 下 降 ; 
(3) 由 于 变性 温度 高 (93 ~ 95%) 和 温度 循环 ， 酶 活力 和 dNTP 的 稳定 性 逐渐 下 降 ; (4) 
非特 异 产物 或 引物 二 于 体 与 反应 物 的 竞争 ; (5) 产物 在 高 浓度 时 变性 不 完全 ， 影 响 引 物 的 
延伸 ; REA T 1075 mL 时 ， 可 能 降低 Taq 夷 合 酶 的 延伸 ， 其 至 导致 产物 特异 性 下 
降 ， 酶 与 PCR 产物 的 结合 ， 使 酶 分 子 减 少 。 

2.3.11 忠实 性 

PCR 扩 增 过 程 能 否 按照 模板 忠实 地 扩 增 是 个 重要 问题 ， 诱 发 错误 核 苷 酸 摊 人 的 条 件 是 
dNTP 浓度 明显 低 于 lemo 或 四 种 dNTP 浓度 不 平衡 ， 即 其 中 一 种 dNTP 浓度 相对 低 于 其 他 
三 种 。 由 于 Taq DNA 课 合 酶 无 3 一 5 外 切 酶 活性 ， 错 误 挫 人 的 碱 基 不 能 被 校 正 ， 但 错 配 的 
碱 基 不 能 有 效 地 延伸 ， 限 制 了 无 效 分 子 的 扩 增 ， 有 利于 保持 扩 增 的 忠实 性 。 采 用 高 于 
55 避 的 退火 与 延伸 温度 ， 配 合适 当 的 平衡 dNTP ËR HE (每 种 dNTP 10 ~ 50pmoL) 可 提高 
PCR 终 产物 的 忠实 性 。 

在 扩 增 过 程 中 存在 极 少量 的 核 蔡 酸 接 人 错误 。PCR 产物 中 一 部 分 全 有 错误 摊 入 ， 根 据 
计算 和 实验 证 明 ， 不 会 影响 遗传 分 型 。Taq DNA 聚合 酶 摊 人 错误 速度 为 1 ~ 27104 A. E 
这 个 速度 ,在 DNA 序列 特定 位 置 发 生 特定 的 错误 捧 人 机 会 非常 少 ， 不 会 发 生 基因 型 改变 ， 
即使 发 生 ， 也 很 难 检 测 到 ， 除 非特 定 铺 误 拓 人 的 量 为 PCR 产物 的 5% 。 

PCR 产物 中 特定 错误 捧 人 比例 受 二 个 因素 的 影响 : 模板 DNA $ AA PCR 循环 数 
{ 表 7-5)。 如 果 起 始 模 板 只 有 几 个 拷贝， 在 第 一 个 循环 发 生 错误 摊 入 ， 就 会 发 生 最 糟 的 
事 ， 即 25%PCR 产物 是 错误 摊 人 的 。 当 扩 增 模板 很 多 或 错误 捧 人 发 生 在 后 面 的 循环 中 ， 
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特定 错误 摊 人 比例 随 之 减少 。 
7-5 模板 与 PCR 循环 对 核 背 酸 错 误 捧 入 的 影响 
起 始 模板 DNA IË 错误 取代 循环 
贝 数 1 2 5 r 
1 0.25 0.125 0.015 1⁄2' + 1 
10 0.025 0.0125 0.0015 0.1⁄2'+1 
100 0.0025 9.00125 0.00015 0.0177 +1 
7.4 PCR 相关 技术 


PCR 技术 发 展 速度 ， 不 断 产 生 一 些 新 的 PCR 相关 技术 ， 下 面 就 这 些 技术 作 简 单 介绍 。 

7.4.1 PCR - S50 技术 

1. 原理 

FIRR PE 38 25 FF ñQ - 5 6 BE SE (sequence specific oligonucleotide ~ PCR, SSO - 
PCR) 或 等 位 基因 特异 翰 核 苷 酸 - RORIS (allelie specific oligonucleotide PCR, PCR - 
ASO) 是 利用 合成 与 一 种 或 多 种 等 位 基因 特异 碱 基 序列 的 豆 补 寄 核 背 酸 探 针 ， 与 男 定 在 尼 
龙 膜 上 的 PCR 扩 增 产物 进行 杂交 ， 检 测 有 碱 基 序 列 差异 的 特定 等 位 基因 多 态 考 (图 7- 
4)。PCR - SSO FARA 1986 年 由 Sak 等 人 报道 ， 采 用 该 技术 检测 HLA - DQa ESEA p 
=- 球 蛋 白 基 因 。 同 年 ，Amegelini 等 人 报道 了 用 PCR - SSO 技术 检测 HLA - DR 基因 多 态 性 ， 
1988 年 Bugawan 等 人 利用 PCR - SSO 技术 分 析 HLA 基因 多 态 性 并 将 之 应 用 于 法 医学 检验 
中 。 





— _ 
膜 上 探 针 





杂交 、 显 色 


OOO@OOO 


图 7-4 PCR -SS0 分 析 原 理 示意 图 


PCR - SSO 技术 主要 包括 提取 目的 基因 DNA， 以 位 点 间或 组 间 特 异性 引物 进行 体外 扩 
增 ， 再 将 扩 增 产物 转移 到 硝酸 纤维 率 腊 或 尼龙 膜 腊 +， 然后 以 放射 性 同位 素 *p 或 非 放射 
性 《 酶 . 地 高 辛 等 ) 标记 的 人 工 合成 序列 特异 寨 核 背 酸 〈SS0) 探 针 进行 杂交 ， 从 而 分 辩 
几乎 所 有 等 位 基因 的 特异 性 ， 也 能 分 开 差 异 仅仅 是 1~ 2 个 碱 基 对 的 亚 型 。 此 法 具有 技术 
简单 ， 可 以 网 时 分 析 多 个 样品 等 优点 。 但 是 必须 进行 探 针 的 标 座 ， 目 前 在 国外 多 采用 荧光 





` 114 法 医 DNA 分 析 





标记 法 。PCR - SSO 是 目前 应 用 最 多 的 一 种 简单 、 快 速 而 又 精确 的 HLA - 且 类 抗原 分 型 方 
法 ， 能 鉴定 所 有 已 短 序列 的 HLA - DR. pQ, DP 等 位 基因 ， 精 确 地 分 析 DNA 的 多 态 性 。 

除了 上 述 将 扩 增 产物 先 团 定 在 膜 上 ， 用 标记 好 的 已 郑 序列 的 赛 核 苷 酸 探 针 去 傈 交 检 测 
的 “ 正 向 杂 安 ”外 ， 也 可 以 进行 “ 反 向 杂 变 ”。 所 谓 的 “ 反 向 杂 变 ”是 先 将 已 知 序列 的 寡 
核 苷 酸 按 顺 序 固定 在 膜 上 ， 在 PCR 扩 增 过 程 中 标记 扩 增 产物 或 在 扩 增 后 标记 扩 增 产物 ， 
用 这 种 带 标记 的 扩 增 产物 与 固 定 在 膜 上 的 蹇 核 苷 酸 序 列 杂 区 米 检 测 扩 增产 物 的 序列 ， 和 根据 
吉 核 苷 酸 在 膜 上 固定 的 顺序 来 确定 待 测 等 位 基因 的 序列 。 正 向 、 反 向 杂交 技术 各 有 特点 
( 才 7 -6)， 正 向 杂交 更 适合 于 大 批量 第 选 ， 反 向 杂交 对 较 小 数量 分 析出 能 体现 它 的 优点 ， 
目前 皮 向 杂交 应 用 较 广 。 

表 7-6 E., RA PCR - SSO 的 比较 
正 问 PCR - SSO 反问 PCR - SSO 


HETEC DNA 待 分 析 的 PCR 扩 增 产物 已 知 序列 的 塞 核 葵 般 


一 个 样品 上 £ 
POS s S LSLKLA SLES 





-KATAR == 的 豆 补 性 差异 ， 即 一 个 样品 的 
i JU 35 pk 35 FF.31] 22 Pp RE: 
检测 N TREFI 需要 N 次 杂交 一 次 杂交 
适合 性 大 批量 小 量 . XE 
. 除 特 异性 外 ， 还 需要 序列 长 度 
T -i 3 É fj r _ 
Wik bA Pe tr s oK 除 特 蜡 性 外 ， 无 特殊 要 求 息 可 能 一 样 长 
工作 量 大 小 
k E fE E 小 大 


2.PCR - SSO 分析 中 注意 事项 

(1) PCR 扩 增 产物 的 点 膜 量 应 尽量 调整 均匀 ， 不 同样 品 加 样 量 要 尽量 一 致 ， 可 以 在 点 
量 前 用 琼脂 糖 凝 胶 电泳 检测 一 下 扩 增 产物 的 若 。 

(2) 在 同一 张 膜 上 设 有 与 杂交 探 针 相应 的 阳性 对 照 和 胃 性 对 照 。 

(3) 在 反问 厅 交 上 膜 上 应 有 一 个 可 以 判定 杂交 结果 是 否 为 阳性 或 阴性 的 控制 探 针 ， 其 序 
列 与 所 有 样品 有 同 涯 性 ， 没 有 特异 性 。 只 要 有 扩 增 产物 、 杂 交 条 件 合适 ， 样 总 一 定 显现 该 
条 变 点 的 阳性 结果 。 

(4) 杂交 时 要 严格 控制 杂交 温度 ,如果 杂交 温度 偏 低 ， 容 易 出 现 非 特异 性 信号 ; 杂交 
温度 偏 高 ， 探 针 不 与 目的 DNA 片段 杂交 结合 ， 信 号 弱 或 没有 。 

(5) 洗 膜 了 时， 注意 洗 膜 液 的 离子 强度 ,严格 控制 洗 腊 温度 ， 如 进行 放射 性 标记 的 ， 随 
时 监测 膜 的 放射 性 信号 。 

(6) 目的 等 位 基因 或 等 位 基因 组 里 的 扩 增 必须 是 特异 性 的 。 如 果 存 在 序列 类 似 的 其 他 
功能 基因 或 假 基 因 时 ， 必 须 改 变 引物 序列 ， 以 达到 特异 扩 增 的 目的 。 

(7) 为 了 避免 由 于 SSO 碱 基 长 度 不 出 而 带 来 的 杂交 条 件 的 多样 化 所 产生 的 麻烦 ， 尽 可 
能 地 统一 赛 核 苷 酸 探 针 碱 基 长 度 。 对 于 含有 18 个 碱 基 的 探 针 ， 选 用 54 ~ 55 乞 杂交 温度 和 
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58 -59 各 洗 膜 温度 。 在 杂交 滚 中 加 人 3moL/L TMAC， 使 杂交 的 温度 只 与 探 针 长 度 有 关 ， 碱 
基 序 列 不 影响 厅 交 温度 与 特异 性 。 

s50 探 针 只 能 基于 已 发 现 的 等 位 基 央 序列 而 设计 ， 对 尚未 发 现 的 新 的 多 态 性 ，PCR - 
SSO 技术 虽然 可 以 通过 其 新 的 杂交 格局 来 发 现 ， 但 点 杂交 有 假 阳 性 ， 当 一 个 样本 在 其 个 位 
点 只 检 出 菜 个 等 位 基因 时 ， 涉 易 确 定 其 为 纯 合 基因 型 还 是 含 一 个 空白 基因 的 杂 合 子 ， 

7.4.2 SSP — PCR 技术 

序列 特异 引物 - PCR (sequence specific primer PCR, SSP - PCR) {或 PCR - SSP): 是 根 
据 基 因 座 茶 一 碱 基 的 差异 设计 一 系列 引物 ， 在 确定 某 一 碱 基 为 该 等 位 基因 所 特有 的 基础 上 
设计 一 对 引物 ， 两 引物 3 端的 第 一 个 碱 基 均 与 等 位 基因 特异 碱 基 互补 ,特异 性 引物 仅 扩 增 
与 其 相应 的 等 位 基因 ， 市 不 扩 增 其 他 的 等 位 基因 {图 7-5)。 因 此 ，PCR 扩 增 产物 的 有 无 
是 鉴定 特异 性 等 位 基因 的 基础 ， 这 种 特异 性 的 PCR 扩 增 产物 可 通过 琼脂 糖 肇 胶 电 泳 检 出 。 
该 方法 操作 简单 快速 ， 实 验 结果 容易 判断 ， 杂 合子 也 很 易于 检 出 ,已 应 用 于 HLA - DRB 
的 分 型 中 。 不 是 之 处 在 于 ， 为 检 出 所 有 的 等 位 基因 ， 必 须 用 多 个 引物 进行 扩 增 。 

等 位 基因 特异 PCR {allelic specifie PCR, AS- PCR) 原理 与 PCR - SSP 一 致 ， 如 血型 
MN 基因 型 的 分 析 ， 就 是 利用 AS- PCR 技术 。 














模板 DNA 





a :引物 特异 扩 增 
引物 


A b C€ D b: 电泳 分 离 检测 


图 7-~-5 SSP -PCR 原理 图 
a: 用 名 种 不 同 序列 引物 分 别 在 不 同 反应 管 中 扩 增 ， PA, B. C. DERMA DREAN; b: A. B. C, D 
四 种 引物 扩 增 产物 如 样 在 同一 凝 胶 不 同 注 道中 电泳 检测 。 由 于 模板 DNA PEAR TA. B, nD 引物 退火 结合 位 点 ， 得 
#J PCR 产物, 而 C 引 输 由 于 模板 中 浴 有 其 瑟 补 序列 可 以 结合 ， 央 此 得 不 到 扩 增 ， 在 岂 泳 图 溢 中 没有 谱 带 显示 。 


7.4.3 PCR - RFLP 技术 

PCR - RFLP (restriction fragment length polymorphism, RFLP) 是 在 RFLP 分 析 方 法 的 基础 
上 发 展 建立 的 一 种 更 为 简便 的 DNA 分 型 技术 。PCR - RFLP 的 基本 原理 是 用 PCR 扩 增 目的 
DNA， 扩 增产 物 再 用 特异 性 内 切 酶 消化 切割 成 不 同 大 小 片段 ， 直 接 在 凝 胶 电 泳 上 分 瓣 〈 图 
7-6)。 不 同等 位 基因 的 限制 性 酶 切 位 点 分 布 不 同 ， 产 生 不 同 长 度 的 DNA 片段 条 带 。 此 项 
技术 大 大 提高 了 目的 DNA 的 含量 和 相对 特异 性 ， 而 且 方 法 简便 ,分 型 时 间 短 。 已 广泛 应 
用 于 ABO, HLA, Bik DNA 等 序列 多 态 性 分 析 中 。 

PCR - RFLP 与 DNA - RFLP 分 型 方法 相 比 ， 虽 有 很 大 的 改进 ， 但 酶 切 条 件 要 求 较 高 ， 
受 影响 因素 较 多 ， 有 时 PCR 扩 增 产物 不 能 完全 被 内 切 酶 消化 切割 ; 有 时 区 分 所 有 的 等 位 
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基因 比较 困难 。 


模板 DNA 
引物 “ PCR 扩 增 
PCR 产 物 
1 巴 制 性 内 切 酶 酶 切 如 Mspl Haeil 
1 酶 切 产 物 电 泳 分 离 








酶 切 产物 电泳 图 谱 


A B C 


图 7-6 PCR- RFLP 原理 图 
A. B. C a| Z FA. A. BERSANI a. 民 样 品 设 有 醇 切 点 ， 不 能 祯 往 切 。 


7.4.4 PCR - SSCP 技术 

单 链 构象 多 态 性 (single strand conformation polymorphism, SSCP) -- RAMA (PCR 
- SSCP) 是 在 完成 目的 DNA 的 PCR 扩 增 后 进行 单 链 DNA 多 态 性 分 析 的 一 种 技术 。 其 原理 
是 在 不 含 变性 剂 的 中 性 际 丙 烯 酰胺 凝 笠 电 泳 时 ， 单 链 DNA 因 碱 基 硕 序 不 同 所 形成 的 构象 
AP], 电泳 迁移 率 也 不 相间 {图 7-7)。 通 过 PCR 扩 增 包括 发 生 单个 碱 基 置 换 部 位 及 两 俩 
DNA 片段， 变性 后 进行 SSCP 分 析 ， 从 理论 上 可 分 辨 出 单个 碱 基 的 差异 ， 有 效 地 检 出 点 突 
变 和 DNA 的 多 态 性 ， 有 利于 探测 新 的 等 位 基因 。 

二 一 一 一 一 模板 DNA 


| 热 变 性 
上 冷却 


a=. 
| 电泳 
电泳 图 谱 


图 7- 了 SSCP- PCR 原理 图 
ERREZE 


1. 方法 
PCR - SSCP 法 的 基本 程序 为 : 
(1) 目的 片段 扩 增 ”首先 以 目的 DNA 为 模板 ， 采 用 同位 素 或 非 同位 素 标 记 的 引物 或 
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dNTP 进行 PER， 扩 增 岂 目的 片段 。 

(2) 变性 扩 增 产物 扩 增 产物 加 变性 上 样 液 (95% B NE. 20mmol/L EDTA, 0.03% 
二 甲 茶 菁 蓝 、0.05% 澳 酮 蓝 )，95 宛 加 热 使 双 和 链 PCR 产物 变性 ， 迅 速 放 人 洒水 中 3min。 

G) 电泳 ”将 变性 好 的 扩 增 产物 加 在 非 变性 PAG 上 电泳 ， 在 电泳 过 程 中 ， 单 链 DNA 
根 握 它 们 的 一 级 结构 折 释 旦 三 维 形状 ， 电 泳 迁 移 率 成 为 单 链 分 子 形状 的 参数 。 

(4) 结果 显现 与 阅读 根据 DNA 片段 是 否 带 有 标记 物 ， 带 有 什么 样 的 标记 物 进行 显 
现 检测 结果 。 目 前 主要 有 放射 自 显 影 或 银 架 或 荣光 标记 的 SSCP 方法 。 

SSCP 适用 于 检测 400bp 以 下 片段 长 度 的 多 态 性 ， 因 此 较 长 片段 在 电泳 前 应 用 限制 性 
内 切 杉 处 理 切 成 较 小 片段 后 电泳 。 

. 2. 影响 因素 

PCR - SSCP 检测 突变 的 能 力 依赖 于 罕 变 对 分 子 折 秋 的 影响 以 及 分 子 折 亚 对 电 广 迁 率 的 
影响 。 目 前 还 不 能 在 理论 上 预测 这 些 因 素 ， 因 此 在 理论 上 估计 PCR - SSCP 的 灵敏 度 非常 
困难 ， 根 据 经 验 估计 其 灵敏 庶 也 很 困难 ， 因 为 这 种 灵敏 度 明 显 依赖 于 被 检测 片段 的 序列 。 
目前 所 能 得 到 的 数据 还 很 有 限 ， 不 能 对 所 有 可 能 的 序列 预测 其 PCR - SSCP 分 析 的 灵敏 度 。 
根据 现 有 的 经 验 ， 对 200 个 核 昔 酸 长 的 片段 进行 PCR - SSCP 分 析 ， 能 检测 出 超过 90% 89 
MARRE, F 400 个 核 昔 酸 长 的 片段 能 检测 出 超过 8 名 的 所 有 单 碱 基 桂 换 。 

检测 片段 越 长 ，PCR - SSCP 分 析 的 灵敏 度 越 低 ， 因 此 要 把 长 的 片段 先 降解 成 短 的 片段 
再 进行 SSCP 分 析 。 

SSCP 方法 分 析 的 DNA 常常 是 只 有 一 个 碱 基 的 序列 差异 ， 要 求 电泳 分 辨 率 很 高 ,那么 
对 电泳 的 要 求 就 高 。 凡 下 一 些 因素 影响 SSCP 分 析 : 

(1) PCER 扩 增 ”PCR 扩 增 必须 是 特异 的 ， 没 有 非特 异 带 。 如 果 PCR 扩 增 条 件 不 是 特 
FH, 在 PCR 产物 中 除了 目的 片段 外 ， 还 含有 非特 异 的 长 度 可 能 不 同 的 片段 ， 结 果 在 SS- 
CP 图 谱 上 会 出 现 许 多 迁移 率 各 不 相同 的 谱 带 、 使 结果 无 法 解释 。 

(2) 变性 DNA 链 必须 完全 变性 ， 变 性 效率 是 一 个 重要 和 参数。 如 果 DNA 不 完全 变性 ， 
存在 部 分 折 和 或 退火 成 双 链 ， 均 能 降低 单 链 DNA 量 ， 或 者 导致 部 分 折 倒 ,使 结果 解释 困 
难 。 甲 酰胺 变性 效果 最 好 ， 氧 氧化 甲 基 蔷 (methy mercuric hydroxide) +B nj WHEE EH. 

(3) 电泳 条 件 (缓冲 液 组 成 、 胶 基质 选择 ) 没有 合适 的 预测 单 链 DNA 三 维 构象 的 
理论 模式 ， 即 使 三 维 构象 可 以 预测 ,电泳 过 程 中 分 离 迁 移 率 也 不 同 。 下 列 因素 影响 SSCP 
分 析 灵 敏 度 : 

中 效 胶 基质 ”最 好 的 是 聚 丙 烯 酰胺 ， 其 孔径 小 ， 适 合 差 异 DNA AN. MIER E 
聚 丙烯 酰 胶 凝 胶 ， 凝 胶 的 自由 度 和 脆性 增加 ， 泪 过 孔径 增 大 ， 对 构象 改变 敏感 性 增加 ; R 
用 低 浓度 的 交 联 剂 凝 胶 ， 可 更 好 地 区 分 互补 的 单 和 链 (图 7-8)。 一般 采用 8% ~ 10%, 
1.3% ~ 2.6% C 效果 最 好 。 而 且 采 用 较 落 的 效 胶 (如 0.3~0.4mm)， 加 快 散热 。 
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5% Ek 11% 14% 17% 
0T5 了 了 15567875415878T173185781731557NTI33567 了 可 1 


(em) 


图 7-8 沙 胶 浓度 对 分 离 铺 果 的 影响 。11 操 -20 名 的 效果 比较 稳定 。 
1: 0101, 2; 0102, 3; 0103, 4: 01037/0201, 5; 0301, 5: 0401, 7: 0501/0101, 8: 0601 


@DNA 片段 大 小 ”片段 长 度 在 135 ~ 155bp HARRERA, AF 200bp 而 小 于 350bp， 
敏感 性 降低 80%; 碱 基 种 类 及 突变 位 置 不 影响 敏感 性 。 对 于 大 于 1kb 以 上 片段 ， 先 用 限制 
酶 切 成 小 片段 ， 这 样 不 降低 敏感 性 。 

号 缓冲 波 组 分 包括 pH, AFRE, 一般 采用 0.5x TBE 或 1 x TBE, 

四 缓冲 液 添加 物 RPH 10% ~ 15 铝 蘑 糖 或 甘油 等 中 性 剂 ， 或 加 低 染 度 的 变性 剂 
可 以 增加 敏感 性 ， 如 5 狗 尿 素 或 甲 酰胺 ， 可 以 提高 敏感 性 。 其 机 理 不 清 ， 推 测 可 能 轻微 改 
变 ssDNA 的 构象 ， 部 分 打开 ssDNA 分 子 的 卷曲 构象 ， 增 加 分 子 表面 积 ， 降 低 ssDNA ER 
丙烯 酰 腕 凝 胶 中 的 计 移 率 ， 也 可 能 是 甘油 本 身 的 粘 滞 性 作用 。 

DEA TERRE PRIE RENARE ARK, F Hm SSe 分 析 结 果 
的 重复 性 非常 重要 。 使 用 薄 的 凝 胶 {如 0.3mm) 和 高 效 空气 冷却 或 水 套 冷 却 系统 以 充分 
散发 热量 。 不 加 甘油 ，4 ~ 10 乞 条 件 下 电泳 一 般 总 能 得 到 较 高 的 分 辩 率 。 在 凝 胶 中 添加 甘 
油 至 浓度 为 5 % ~ 109, Æ 20 ~ 25 所 条件 下 电泳 也 能 得 到 较 满意 的 辣 果 (图 7-9)。 

@DNA 浓度 DNA 量 太 多 ， 降 低 分 辩 率 。 

上 述 任 何 因素 改变 会 增加 或 降低 分 辩 能 力 。 经验 证明， 开始 应 用 SSCP 时 选择 室温 
{20 ~ 25%) 加 甘油 或 不 加 甘油 ,或 4 乞 下 不 加 甘油 ， 并 且 膝 用 两 种 胶 浓 度 进行 分 析 。 

3.SSCP - PCR 技术 特点 

SSCP - PCR 技术 简便 ， 上 共有 较 高 灵敏 度 ， 不 需要 特殊 仪器 设备 ， 可 以 不 用 特殊 放射 标 
记 等 ， 是 一 种 简单 有 效 的 检测 变异 基因 的 方法 。 但 存在 一 些 问题 : 

(1) 分 析 片 段 长 度 受 到 限制 ， 为 获得 理想 敏感 性 ，DNA 片段 要 求 在 400bp A F; 

(2) 缺乏 完整 的 理论 基础 来 祷 测 DNA 片段 的 迁移 率 和 序列 对 应 构象 的 关系 ; 

(3) 影响 因素 霓 ， 需 要 分 析 人 员 具 有 丰富 的 经 验 ; 

(4) 北 胺 电泳 结果 有 时 难以 解释 。 
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图 7-9 温度 对 对 SSCP 的 影响 
HLA - DQA] 的 型 判定 结果 Line 1: OIDI, 2: 0102, 3: 0103, 4: 0103/0201, 5: 0301, 6; 0401, 7; 050170101，8: 0601 





虽然 越 来 越 才 的 证 据 表明 PCR - SSCP 分 析 灵 敏 度 很 高 ， 但 是 并 不 能 排除 得 出 错误 缚 
果 的 可 能 性 。 在 设 定 的 电泳 条 件 下 ， 一 些 罕 变 检测 不 介 ， 不 能 证 时 没有 发 生 过 突变 。 

7.4.5 MVR - PCR 技术 

MYR - PCR (minisatellite variant repeat mapping by PCR》， 即 小 卫星 重复 单位 多 态 性 分 
析 。 有 些小 卫星 ， 除 了 重复 单位 串联 数 日 有 差异 外 ， 重 复 单位 内 部 还 存在 序列 变异 ， 例 如 
D1S8 基因 座 ， 大 约 有 一 半 重 复 单位 内 部 含有 A 一 G 碱 基 蔡 换 ， 使 这 类 发 生 替 换 的 重复 序 
列 内 出 现 了 Hae 亚 酶 切 点 。 根 据 碳 基 差 异 设计 分 别 能 扩 增 两 种 重复 单位 的 下 游 引 牧 ， 两 引 
物 32-TAG-T 和 32-TAG-A 序 列 差 异 只 在 3' 端 一 个 碱 基 差 异 ， 基 因 座 上 游 5 端 为 共 问 
的 引物 32D。32- TAG- 和 专门 扩 增 售 Hae 焉 散 切 点 的 重复 序列 ，32 -TAG-T 专 门 扩 增 不 
会 Hae 王 酶 切 点 的 序列 。 两 个 扩 增 体系 均 扩 增 出 一 系列 不 同 长 度 的 片段 。32 - TAG - A P” 
增 片段 为 a 型 ，32 -TAG -了 则 为 1 弄 片 段 。 两 种 扩 增 产物 经 凝 胶 电 泳 分 离 检测 ， 按 片段 
长 度 依次 排 刊 ， 比 较 两 湾 道 相应 位 置 有 或 无 片段 进行 分 型 。 如 果 只 有 a 片段 而 记 t 片段 纺 
码 为 1 (aa 型 )， 有 t 无 a 的 为 2 (tt 型 )， 既 有 a 又 有 t 片 段 的 为 3 (at 型 )， 最 后 形成 一 系 
列 数字 表示 的 编码 来 显示 个 体 的 差异 《图 7 -10)。MYR - PCR 只 考虑 两 组 扩 增 产物 电泳 
条 人 忻 的 一 致 性 ， 而 不 涉及 片段 长 度 的 测定 。MYR - PCR 最 大 的 特点 是 高 度 的 多 态 性 ， 一 个 
基因 座 分 析 理 论 上 可 以 进行 个 体 问 一 认定 ， 而 且 数 字 化 信息 利于 计算 机 管理 与 保存 。 

7.4.6 RAPD 技术 

随机 引物 扩 增 DNA (random primer amplified polymomhic DNA, RAPD #Ẹ arbitrary PCR, A 
- PCR) 的 原理 是 利用 10bp 长 的 一 条 链 引 物 进 行 PCR 扩 增 。 引 物 的 序列 是 随机 的 ， 在 基 
FH DNA (模板 DNA) 中 有 许多 结合 位 点 ， 扩 增 出 几 个 甚至 几 十 个 大 小 不 同 DNA 片段 
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Itaga $ ooGTOGhGGGTGTCTGTGMN9gcctggtacstgcgtact $ 
TAG 3 AGOCCTGOTACCTOCGTACT FY 
C 等 位 基因 1 的 MVR-PCR 
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图 7-10 MVR 2 EE M 
上 :等 位 基因 重复 单位 ! B. 重复 单位 序列 ; C: Ü SHE p DL M; D, MYVR 编码 


(图 7- 11)。 引 物 设 计时 无 需 了 解 丢 DNA 侧 愤 序列 ， 可 以 分 析 基 因 组 中 尚 不 了 解 DNA £ 
态 性 基因 座 和 等 位 基因 片 贤 。 岩 机 引物 PCR 检测 的 信息 量 多 少 ， 取 诀 于 引物 的 序列 与 长 
度 。 随 机 引物 扩 增 方法 可 用 来 增加 基因 组 DNA 模板 量 ， 它 在 动物 和 植物 品种 得 选中 应 用 
较 多 。 由 于 其 重复 性 问题 ， 在 法 医学 多 态 性 分 析 中 实际 应 用 的 比较 少 。 

7.4.7 Ñ PCR 技术 


HÈ PCR (nested ~ PCR) AURE PCR， 是 进行 二 次 PCR 扩 增 ， 第 二 次 PCR 以 第 一 次 
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— 模板 DNA 
toneri C 10mer 引 物 在 模板 DNA 上 有 许多 结合 
LT T A EGB KJE (GTO 链 延 伸 


LL r C. . Re 
一 电泳 分 育 


PCR Eik E 


@7-11 RAPD 原理 


PCR 产物 为 模板 ， 选 用 第 一 轮 PCR 引物 内 侧 的 序列 为 引物 进行 PCR 扩 增 ， 第 一 次 PCR 扩 增 
产物 中 部 分 序列 得 到 第 二 次 扩 增 (图 7- 12)， 明 显 提 高 了 检测 灵敏 度 。 如 果 第 二 次 扩 增 的 二 
个 引物 均 在 第 一 次 PCR 引物 序列 内 ， 称 之 为 蘑 式 PCR， 如 果 有 一 条 引物 与 原来 的 引物 相同 ， 
只 有 一 条 在 内 出 的 PCR 称 之 为 半 梨 式 PCR (semi - nested PCR) MA PCR 主要 用 来 提高 扩 增 
灵敏 度 和 特异 性 ， 如 线粒体 测序 反应 中 测序 片段 制备 就 是 进行 的 梨 式 PCR, 
a 引物 1 — 引物 3 一 
一 和 | 物 4 一 引物 2 


b 
Cy snaa 
第 一 次 扩 增 引物 1 和 2 N | 


第 一 次 PCR 扩 增产 物 
第 二 次 扩 增 加 引物 3 和 4 | 


图 7- 12 MZ PCR 原理 图 
a: HA PCR 引物 结合 区 b: # Z PCR Y IN 


第 二 次 PCR 扩 增产 物 


7.4.8 RT- PCR 技术 

RT- PCR 即 道 转录 PCR (reverse transcriptase polymerase chain reaction, RT - PCR) 是 
RNA 的 快速 体外 扩 增 ， 原 理 是 RNA 先 通过 逆转 录 酶 合成 一 条 cDNA, BEL cDNA 为 模板 进 
行 扩 增 。RT - PCR 主要 用 来 检测 RNA 病毒 、 含 RNA 的 微生物 、 检 测 或 比较 某 一 mRNA 的 
表达 。 有 报道 ， 应 用 RT - PCR 进行 损伤 研究 。 


122 法 医 DNA 分 析 





7.5 防止 PCR 污染 的 对 第 


由 于 PCR 能 够 扩 增 甚至 ] 个 分 子 的 DNA, 极 微 量 的 污染 便 可 导致 假 阳性 结果 ， 所 以 麻 
当 注 意 防 止 反 应 体系 被 痕 量 DNA 所 污染 。PCR 中 污染 源 上 有 四 个 : (1) 标本 间 的 交流 污染 ; 
(2) 实验 室 中 非 人 DNA 污染 ; (3) 技术 人 员 的 DNA 污染 (如 头皮 悄 、 脱 落 细胞 和 毛发 ); 
(4) PCR 产物 的 污染 ， 也 叫 “ 残 留 污染 "， 共 中 以 最 后 一 种 污染 源 最 严重 。PCR 产物 一 般 
为 105 找 贝 /ml， 取 0.11i 即 为 3 拷贝 。 因 此 ,尤其 是 在 待 扩 增 间 序列 浓度 低 的 情况 下 ， 
更 要 采取 防范 措施 。 

7.5.1 污染 的 预防 

扩 增 中 最 可 能 造成 交 义 污染 的 方式 是 由 产物 或 标本 的 气 溶胶 带 来 的 污染 (空气 污染 )。 
一 般 来 讲 ， 在 标本 的 制备 、 旋 涡 振 葛 混 合 、 打 开 反 应 离心 管 、 加 样 及 取 下 吸 头 等 过 程 中 ， 
都 可 能 产生 这 种 气 溶胶 。 因 此 在 PCR 操作 过 程 中 一 定 要 避免 或 减少 这 种 气 溶 胶 的 生成 。 
进行 PCR 时 ， 按 照 下 述 规则 可 有 效 地 预防 PCR 的 污染 。 

L 隔离 不 同 操 作 区 

分 隔 操作 区 域 是 最 重要 的 预防 措施 ，PCR 操作 区 可 划分 为 标本 处 理 区 、 反 应 混合 液 淮 
备 区 和 PCR 扩 增 区 以 及 产物 分 析 区 。PCR 反应 准备 应 在 装 有 紫外 灯 的 超 净 人 台 内 进行 ， 除 
了 操作 分 区 外 ， 还 应 注意 操作 器 材 的 专用 。 

2. 分 装 试剂 

PCR 用 的 去 离子 水 和 缓 溃 液 均 应 高 压 钼 理 。 必 须 用 无 获 去 离子 水 配制 。 所 有 这 些 试 剂 
均 应 在 无 PCR 扩 增 产物 区 制备 ， 玻 璃 或 塑料 用 其 和 移 液 器 等 要 求 是 新 的 、 从 未 接触 过 
DNA， 配 好 的 试 前 分 装 成 小 体积 保存 ， 分 装 后 每 管 要 标记 批 次 、 配 制 时 间 ， 以 恒 在 发 生 污 
当时 ， 比 较 容 易 查 找 原 因 。 同 样 ， 引 物 也 应 在 无 PCR 扩 增 产物 环境 中 合成 与 纯化 。 

3. 严格 实验 操作 

除了 残留 污染 是 造成 仍 阳 性 的 重要 原因 外 ， 料 品 间 的 交叉 污染 也 是 不 容 忽视 的 原因 之 
一 。 因 比 ， 不 仅 要 在 进行 扩 增 反应 时 蓝 慎 ， 在 样品 处 理 的 所 有 环节 中 都 应 注意 ， 下 面 几 点 
应 格外 注意 : 

(1) 戴 一 次 性 手套 操作 ， 进 出 不 同 隔离 以 时 都 要 换 手 套 ; 

(2) 避免 反应 被 的 飞 注 。 开 和 葬 时 尤 应 注意 ， 在 开 盖 前 将 试剂 管 离心 几 秒 使 辟 上 各 盖 上 
的 反应 液 集 于 管 底 。 一 旦 发 牛 飞溅 ， 应 立即 换 手 套 ; 

(3) 用 一 次 性 移 液 器 或 吸 头 。 吸 头 不 要 暴露 于 空气 ， 防 止 产物 气 湾 胶 的 污染 。 加 和 赃 器 
最 易 受 产物 DNA 或 标本 DNA 气 溶 腕 的 污染 ， 所 以 最 好 使 用 可 蔡 换 的 加 样 器 ， 使 用 带 滤 膜 
的 吸 头 。 如 由 Raini (Microman) 生产 的 加 样 器 ， 既 具有 一 次 性 吸 头 ， 也 有 一 次 性 插 人 配 
忻 。 这 些 器 件 是 完全 分 隔 的 。 因 此 ， 不 会 产生 上 述 交 叉 污 染 。 应 经 常 擦拭 如 样 器 与 吸 头 接 
触 部 位 。 如 有 条 件 最 好 经 常 更 换 加 样 器 以 防 DNA 的 污染 和 确保 加 样 的 准确 性 ; 

(4) 配制 总 反应 混 人 台 液 ， 先 将 可 混 匀 的 成 分 (dNTP， 缓 冲 液 ， 引 物 和 酶 ) 混合 后 再 
分 装 不 同 反应 管 。 这 样 ， 可 以 减少 操作 ， 避 免 污 染 ， 增 如 反应 的 精度 ; 

(5) 样品 制备 应 按 无 菌 操 作 的 原则 进行 ， 避 免 样 品 间 的 相 五 污染 ; 

(6) 最 后 加 样品 DNA, MA DNA 后 应 盖 紧 反应 管 。 
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7.5.2 污染 源 的 追踪 

1. 设立 阳性 与 阴性 (空白) 对 下 进行 监测 

设置 附 了 用 性 对 照 进行 监测 ， 装 测 友 应 体系 各 成 分 的 污染 情况 。 阳 性 对 昭 选 择 已 知 基因 
型 、 且 重复 性 好 的 样品 。 试 剂 空 户 对 照应 包括 PCR 所 需 的 全 部 上 成分， 仅 不 如 模板 DNA, 
如 果 出 现 扩 增产 物 ， 表 示 试 剂 已 有 污染 。 

2. 检查 坏 境 语 染 源 

除了 工 述 试剂 污染 ， 易 引起 污染 的 还 有 环境 污染 ， 包括: CELES iph; 加 加 样 
器 ; 回 离心 机 ; DEPE; 入 紫外 灯箱 ; CTI LEKRA; DATER, ARR, 
门 把 手 和 实验 台面 等 。 此 时 可 用 擦拭 试验 (wipe test) 米 扎 踪 可 疑 的 环境 ,方法 是 ， 由 用 
无 菌 水 渡 泡 的 灭 菌 棉签 棕 械 可 疑 污染 源 ; 加 将 擦拭 计 的 棉签 浸泡 让 0.1ml 去 离 于 水 中 ; © 
取 Sul 浸泡 液 做 PCR 实验 ; 名 电泳 检查 结果 ， 观 察 是 否 有 PCR 产物 ,车 有 PCR 产物 ， 说 
明 有 污染 的 存在 。 

7.5.3 污染 的 处 理 

1. 环境 污染 

(1) 稀 酸 处 理 法 : 对 擦拭 试验 阳性 部 位 或 器 件 可 用 1molzl 盐酸 擦拭 或 浸泡 ， 使 残存 
DNA BEES BP. 

(2) RSR HE: UV 波长 一 般 选 择 254 ~ 300nm, HSF 30min 即 可 。 需 注意 的 是 ， 
选择 UV 来 消除 PCR 产物 残留 污染 时 ， 要 考虑 PCR 产物 的 长 度 与 产物 序列 中 碱 基 的 分 布 。 
UY 只 对 500bp 以 上 长 片段 有 和 效 ，UY 照射 时 ，PCR 产物 中 壕 喧 碘 基 会 形成 二 聚 体 ， 形 成 二 
入 体 的 程度 取决 于 UVEK, RE RATAA, 

2. 反应 液 污 染 的 处 理 

反应 液 污染 时 ， 可 采用 下 列 方法 之 一 处 理 : 

(1) DNase IE: 在 不 加 模板 和 Tag ROR BJ PCR 混合 液 中 加 0.5u DNase 1, SRA 
应 30min 后 ， 加 热 灭 活 ， 然 后 加 入 模板 和 Ta 聚合 酶 ， 进 行 正常 PCR。 

(2) 内 切 酶 法 : 选择 识别 4 个 碱 基 的 内 切 酶 (如 Map I 等 )， 进 行 同 DNase 工法 反应 
处 理 ， 作 用 时 间 延 长 至 h。 最 好 几 种 酶 联合 使 用 ， 可 克服 用 一 种 酶 识别 序 刻 特 剧 的 缺陷 。 

(3) UV 照射 法 : 反应 液 中 不 加 模板 与 Tag DNA RGM., GREMSE UV 
照射 法 ， 

(4) Y 线 辐射 法 : Y 线 辐射 能 通过 水 的 离子 化 产生 自由 革 破 坏 DNA。1.5kGy 的 辆 射 可 
完全 破坏 0.1ng 基因 组 DNA, 2.0kGy 可 破坏 10' 拷贝 的 质粒 分 子 ; 4.0kGy 的 辐射 不 影响 
PCR， 但 高 于 此 限时 会 使 PCR 效率 下 降 。 引 物 受 照射 而 不 影响 PCR. 

3. PK DNA IEEE (UDG) 法 

(D 原理 : 这 种 方法 利 几 UDG 可 裂解 单 或 双 链 DNA ri B!) PK Wë te Bš A£ FI 385 pt B E 38 [ul 
的 N- 糖 医 键 ,使 合 dU 的 PCR 产物 降解 ， 阻 止 Tag DNA 聚合 酶 的 延 健 ， 但 UDG 对 不 会 
dL 的 模板 无 任何 影响 。 在 PCR 产物 或 引物 中 用 dU (Ç dT, 这 种 du 化 的 PCR 产物 与 UDG 
一 起 有 钥 育 后 使 其 失去 再 被 扩 增 的 能 力 。UDG 对 RNA HF BJ ER 5 EE ALA — K RE BE A-E Wi 36 4£ 
何 作用 。 

(2) dUTP 法: 用 dUTP 代替 PCR 中 的 dTIP, 使 产物 中 挫 入 大 量 du。 在 PCR 正常 循环 
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前 , 用 UDG 在 50~55 乞 处 理 PCR 混合 液 可 以 消除 PCR 产物 的 残留 污染 ， 在 正常 PCR 循环 
前 进行 95% #ËE3E Smin K UDG, $ dU 的 新 PCR 产物 椒 会 受到 影响 。 

(3) dU 引物 法 : 合成 引物 时 以 qu 代 ar, PCR 产物 5 端 带 du, UDG 处 理 后 ， 引 物 失 去 
了 结合 位 点 而 不 能 扩 增 。 对 1~ 2kb 以 上 的 长 片段 扩 增 ， 用 dUTP 法 的 扩 增 效率 比 用 dTIP 
HR, dU 引物 则 没有 这 一 更 象 。dg 引物 最 好 将 dU 设计 在 3' 端 或 近 3' 端 。 

UDG 法 的 优点 : 中 去 除 任何 来 源 的 污染 DUDG 处 理 与 POR 扩 增 可 在 同一 试管 内 进 
行 ; 名 污染 消除 彻底 。 


7.6 PCR 常见 问题 友 处 置 





1. 没有 扩 增 产物 形成 : 名 循环 湿度， 特别 是 变性 温度 是 和 否 正确 ， 注 意 PCR 仪 的 指示 
温度 是 否 与 实际 温度 相符 。 包 引物 的 组 成 是 否 正 确 ， 有 无 二 级 结构 的 形成 。 图 反应 系统 有 
无 重 白 杉 或 核酸 酶 的 存在 ， 使 聚合 酶 或 模板 及 产物 降解 ， 可 在 3 先 以 上 外 理 反应 系统 使 
其 灭 活 。 电 某 些 来 源 的 DNA 可 能 有 较 难 去 除 的 蛋白 质 、 色素 等 成 分 ， 抑 制 PERRA, H 
蛋白 酶 K 重新 好 理 ， 或 反应 体系 中 添加 BSA, (Taq DNA 聚合 酶 活性 下 降 或 失 活 ， 要 更 换 
新 酶 。@DNA 模板 量 太 低 或 已 降解 ， 可 以 用 琼脂 糖 法 胶 电 访 检 查 一 下 模板 DNA. 

2. 非特 异性 产物 的 出 现 : 包 提 高 退火 温 庆 ,缩短 退火 或 延伸 时 间 ; 四 调整 引物 Taq 
DNA 聚合 酶 或 模板 用 量 ; 名 调整 Mg + 用量; @ 碱 少 热 循环 次 数 。 

3. 引物 二 率 体 的 形成 ， 中 检查 引物 的 序列 ， 特 别 是 在 3 端 是 和 否 有 互补 区 ; OERE 
火 温度 ; 加 调整 引物 与 模板 浓度 ， 和 使 模板 比例 增高 ; 印 增 加 引物 长 度 ， 减 少 热 循环 次 数 。 
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WAB DNA 序列 测定 


8.1 概述 


DNA 测序 ， 即 对 DNA 的 - -级 结构 一 一 碱 蔡 序 列 进行 测定 。1965 年 Holley 用 经 典 法 测 
定 了 酵母 tRNA 和 75 个 核 匠 酸 顺序 ， 随 后 又 陆续 发 展 了 指纹 图 图 谱 法 ， 加 减法 、 化 学 直 读 
法 等 测序 方法 。1977 年 Sanger 创立 了 测定 DNA 序列 的 双 脱 氧 核 戎 酸 (ddNTP) 链 终 止 法 ， 
同年 Maxam 和 Gilbert 创立 了 另 一 种 DNA 测序 方法 一 一 化 学 降解 法 。 前 者 是 通过 DNA £ # 
酶 以 单 链 DNA 为 模板 合成 一 系列 长 得 不 同 的 DNA 片段 ， 后 者 采用 特殊 化 学 试剂 将 DNA $ 
进行 化 学 降解 产生 一 系列 长 得 不 同 的 DNA 片段 。 两 种 方法 虽 原 理 不 同 ,但 都 生成 芯 相 独 
立 的 若干 组 带 放射 性 标记 的 识 核 苷 酚 ， 每 组 蹇 核 昔 酸 部 有 国定 的 起 点 ， 但 随机 终止 于 特定 
的 一 种 或 更 多 种 核 苷 酸 上 。 这 些 吉 核 背 酸 产 物 的 氏 度 由 某 一 特定 碱 基 在 珠 DNA 片段 中 的 
位 置 所 决定 。 然 后 把 几 组 寒 核 医 酸 加 样 在 测序 痊 鹏 中 电泳 分 离 ， 从 涂 科 的 放射 性 腔 图 上 直 
接 阅 读 DNA 序列 。 此 法 本 区 分 长 度 仅 差 一 个 核 蔚 酸 的 DNA 片段 。 

在 链 终 止 法 和 化 学 降解 法 的 基础 .|-， 不 断 发 展 ， 测 序 模板 制备 、 测 序 反 应 策略 及 测序 
反应 产物 检测 等 方面 都 有 了 很 大 变化 ， 过 渐 形成 越 来 越 完 善 的 全 自动 序列 测定 系统 。 从 早 
期 通过 分 子 克隆 技术 将 日 的 DNA 插入 人 单 链 线 状 噬菌体 M13 载体 上 ， 提 取 单 链 模板 用 于 序 
列 测定 ， 到 质粒 疯 链 DNA 进行 测序 ， 以 及 PCR 技术 发 展 、 应 用 ， 建 立 了 更 为 简单 、 方 便 
的 直接 对 体外 扩 增 DNA 产物 进行 序列 测定 方法; 在 测序 反应 策略 上 经 历 了 DNA RAA ] 
Klenow HNDE., Sii DNA SB (Tag DNA 当 合 梅 )、 油 序 酶 及 测序 酶 2.0 版 测序 ， 直 
至 日 前 广 为 应 用 的 PCR 测序 一 一 循环 测序 法 。 偿 有 应 用 在 测序 反应 产物 检测 王 的 其 他 领 
域 的 各 项 技术 ， 如 垂直 雍 胶 电 访 结合 同位 素 标 记 ， 非 同位 素 标记 、 引 物 四 色 获 光标 记 及 未 
端 区 光标 记 检 测 ， 单 道 毛 细 管 谣 胶 电泳 以 及 最 近 的 多 道 毛 细 管 分 析 使 DNA 测序 自动 化 程 
度 和 效率 更 上 山 。 还 有 用 于 序列 比较 目的 的 固 相 微型 测序 技术 。 

本 章 主 要 介绍 链 终止 测序 法 和 化 学 降解 DNA 测序 法 原理 及 技术 ， 以 及 各 有 侧重 地 介 
绍 后 来 发 展 电 来 的 非 同 位 素 测序 、 银 染 测序 、 荧 光 测 序 、 循 环 浏 序 和 国 相 微型 测序 等 。 


8.2 测序 策略 


测序 方法 很 者， 实际 应 用 中 采用 何 种 方法 ， 主 要 取 沁 于 实验 室 条 件 和 测序 的 县 的 。 测 
序 的 目的 有 : 全 测定 未 知 序 列 或 叫 从 头 调 序 ; 名 确定 重组 DNA 的 方向 和 结构 ; DARE 
进行 定位 和 鉴定 ; 是 比较 研究 。 后 三 种 是 确证 性 测序 ， 法 医学 中 测序 主要 就 是 这 种 测序 。 
末 知 序列 测定 是 指 提供 一 个 未 知 序列 的 全 长 .准确 的 核 攻 酸 序 列 。 日 前 的 测序 系统 一 般 最 
多 可 以 阅读 1 000 个 核 背 酸 的 序列 ， 单 套 测 序 反 应 所 能 准 靖 测定 的 DNA 序列 最 长 能 达到 
400 ~ 500 碱 基 。 因 此 ， 点 隆 到 测序 载体 上 的 目的 DNA 长 度 以 400 ~ 500bp 最 为 适宜 。 
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1. 对 于 较 小 片段 ‘如 小 于 500bp) B5ËE B) DNA 

可 以 直接 利用 质粒 系统 (如 pUC18 等 ) 测序 。 日 前 其 测序 水 平 基 本 达到 M13 单 链 
DNA 序列 测定 的 水 平 。 固 此， 除非 特殊 用 途 〈 如 体外 定点 突变 )， 都 可 以 用 PUC 系统 代替 
M13 系统 。 

2. 对 于 大 片段 的 目的 DNA 

可 考虑 以 下 几 种 方法 : 

(1) 限制 性 片段 亚 克 放 法 ”对 目的 DNA 进行 酶 切 分 析 ， 确 定 醇 切 图谱 后 ， 以 会 适 的 
限制 酶 消化 ， 制 备 各 种 长 麻 的 限制 酶 片段 ， 克 隆 到 测序 载体 上 建立 亚 克 隆 库 。 然 后 测定 亚 
克隆 的 DNA 序列 ， 通 过 排列 分 析 ， 可 确定 目的 DNA 片段 的 全 序列 。 然 而 实际 上 应 用 起 来 
相当 不容 易 ， 特 别 是 当 目的 DNA 片段 中 限制 酶 位 点 分 布 不 均 ， 则 上 述 策略 很 难 奏 歼 。 因 
此 ， 仅 当 目 的 DNA 片 妖 限制 位 点 分 布 均 名 ， 片 段 不 太 大 的 情况 下 可 考虑 采用 这 一 策略。 

(2) 定向 法 ”在 定向 法 中 ， 靶 DNA 的 测序 按 计 划 有 秩序 进行 。 例 如 ， 利用 通用 引物 
测定 两 端的 目的 DNA 序列 ， 然 后 以 已 测定 的 序列 为 基础 来 设计 新 的 多 聚 寒 核 苷 酸 作 为 后 
续 一 套 反 应 的 引物 ， 从 而 循序 渐进 好 获得 目的 DNA 的 全 部 序列 ， 因 此 称 之 为 狐 进 法 {图 8 
-1)。 另 一 种 方法 是 ， 通 过 测定 一 系列 邮 套 的 缺失 突变 体 的 序列 醒 获 得 , 这 些 突变 体 具 有 
共同 的 缺失 起 点 (通常 在 目的 DNA 的 一 端 ) 并 分 别 播 人 目的 序列 不 癌 的 位 置 ， 即 这 些 罕 
变 体 缺失 序列 起 始 于 日 的 DNA 一 端 ， 逐步 延伸 到 目的 序列 不 同上 距离 。 因 此 可 使 目的 DNA 
中 较 远 距离 的 片段 渐渐 地 进入 通用 引物 测序 的 范围 之 内 。 
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8-1 渐进 法 定向 测序 
(a) 目的 DNA 片段 克隆 到 质粒 载体 上 ; (b) 利用 通用 引物 《〈 正 、 反 向 ) 对 克隆 片段 进行 序 麟 测定 : (e, à) 以 测 
定 的 序 别 为 基础 设计 并 合成 蹇 核 上 共通 作为 引物 向 前 测序 ; (e) 双向 测序 重合 得 到 目的 DNA 的 全 长 序列 


B/N DNA 91 测定 127 





(3) 随机 法 (或 称 鸟 枪 测序 法 } ”利用 超声 波 或 DNA 酶 将 日 的 DNA 随机 打 断 成 大 
小 不 同 的 片段 并 获得 亚 克 隆 ， 收 集 这 些 亚 克 隆 的 DNA 序列 资料 ， 通 过 计算 机 处 理 而 获得 
目的 DNA 的 全 部 序列 (图 8-2)。 这 种 方法 由 剑桥 的 医学 研究 委员 会 (M.R.C.) 实验 室 
率先 推行 ， 曾 经 成 功 地 用 于 人 线粒体 (Anderson 等 ，1981)、 人 腺 病毒 DNA., AEA DNA 
以 及 Epstein - Bar 病毒 DNA 的 序列 测定 。 采 用 此 法 ， 所 要 测定 的 序列 道 常会 比 待 测 DNA 
HERKEZE 4~6 僧 ， 在 大 老 数 情况 下 ， 直 到 双 链 90 免 左右 的 序列 测 出 以 后 ， 才 能 得 
到 全 长 序列 。 由 于 用 于 测序 的 亚 克 隆 是 随机 挑选 出 来 的 ， 因 此 某 些 区 段 的 序列 会 在 全 序列 
测定 之 前 被 重复 测定 ， 有 时 需要 很 长 时 间 才 能 确定 最 后 几 个 亚 克 隆 的 序列 ， 而 使 全 长 序列 
得 以 拼接 完全 。 该 策略 测序 的 前 提 是 建立 随机 重 炙 克隆 文库 。 
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围 8-2 MILNA Z 


8.3 双 脱 气 链 终止 法 测序 


8.3.1 双 脱 殉 链 终止 法 测序 的 酶 学 原理 
DNA 的 复制 有 4 个 基本 条 件 , 即 DNA 聚合 酶 、 单 链 DNA 模板 、 带 有 3'0H 未 端的 赛 核 
AF086058 | 3 .. 4 种 dNTP 【qdATP，dCTP，dGTP，dTTP)。 在 这 一 反应 体系 中 ， 引 物 与 模板 退火 
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形成 双 链 区 后 ，DNA RORE AA] DNA 双 链 区 上 上 而 启动 DNA 的 合成 ; 在 引物 的 引导 
下 ， 聚 合 酶 在 模板 链 上 沿 3 一- 了 的 方向 移动 ， 利 用 体系 中 4 种 核 医 酸 聚合 成 一 条 与 模板 链 
工 补 的 末 一 3 的 DNA 新 生 链 。 如 果 在 DNA 体外 合成 的 反应 体系 中 加 入 双 脱 氧 核 董 二 磷酸 
(2', 3' - ddNTP), DNA 的 合成 情况 则 完全 不 一 样 。2'，3' - ddN 与 普通 的 dNTP 的 不 同 
之 处 在 于 它们 在 脱氧 核糖 的 3 位置 上 而 少 一 个 大 基 。 这 些 ddNTP 可 以 在 DNA RG B TE Hi 
下 ， 通 过 S'= Be 82 2 4] ts IE fE #E f Bj DNA 链 的 末端 的 脱氧 核糖 3 OH 发 生 反 应 ， 彤 成 
3'，5’ -RR — BB E ñ e A P| DNA 链 中 ， 介 它们 本 身 屋 有 3' - OH， 不 能 同 后 续 的 dNTP JÉ 
ABRAR, ETHER DNA 链 在 此 终止 . 因此 , 在 DNA 测序 系统 中 ,除了 加 人 正常 
反应 所 必需 的 4 种 dNTP 外 ， 如 果 再 加 人 一 种 : 定 比 例 的 ddNTP (例如 ddATP)， 则 新 合成 
的 DNA 链 在 挫 入 正常 dNTP 《例如 dATP) 的 位 置 都 有 可 能 摊 人 ddNTP (如 ddATP) 而 导致 
新 合成 链 在 所 有 的 含有 该 碱 基 〈 如 A) 位 置 上 终止 。 由 于 产生 这 样 一 种 ddNTP 与 dNTP 的 
竞争 ， 反 应 产物 为 一 系列 长 度 不 同 的 多 核 萌 酸 片段 。 这 些 片段 具有 上 共同 的 起 点 一 一 引物 的 
5' 庙 ,但 其 终点 ddNTP BAHE 不 同 ， 其 长 度 取决 于 ddNTP 摊 入 的 位 置 与 引物 5' 端 
之 间 的 距离 。 测 序 反 应 时 ,一般 设置 一 套 四 组 反应 (A. T. G 和 CC), 每 -组 反应 对 应 一 
种 碱 基 ， 体 系 中 除 加 人 的 dinte 种 类 不 同 外 ， 其 祭 成 分 相同 。 如 网 8-3，A 管 中 除 加 入 
dATP (FP AREARE P), dGTP, dCTP, dTTP jKH A — EEE ddA TP, Skaly WR 
合 滚 被 称 为 & 反应 混合 液 ， 其 他 依 此 类 推 。 在 A. G. C, T 6 S PVR S Wk rh 8 p Es fil 
ddNTP 与 ANTP 的 浓度 ， 则 可 获得 与 模板 互补 的 各 种 长 度 的 DNA 新 生 链 ， 每-- 种 新 牛 链 都 
是 被 反应 混合 液 ddNTP 所 终止 ,它们 都 有 共同 的 起 点 引物 的 5' 端 ， 但 终点 则 由 ddNTP 
掺 入 的 位 置 所 决定 。 再 通过 测序 凝 胶 电 泳 分 离 不 同 长 度 的 DNA 片段 ， 特 殊 的 检测 方法 显 
示 被 中 止 的 DNA 片段 氏 度 ， 确 定 该 位 置 的 碱 基 种 区 。 朋 前 常用 的 有 癌 位 素 标 记 放 射 上 月 显 
影 方法 、 非 同位 素 标记 、 银 当 和 荧光 标记 全 自动 测序 。 荧 光标 记 全 自动 测序 是 用 4 色 鞠 光 
标记 引物 (dye - primer) HERIC ddNTP {dye terminator), PE- AIZ yG Jj — Eh W 3£ w$ r E 
来 ， 再 经 电泳 、 激 光 扫 描 , 计算 机 就 能 自动 读 出 这 个 DNA ËJ BB 382 1 BS JIR PF ç 

8.3.2 双 脱 氧 链 终止 测序 方法 

双 脱 氧 链 终 止 测序 方法 有 三 个 步 又 : (1) 测序 反应 的 单 链 DNA 模板 的 准备 ; (2) 链 
合成 反应 即 测序 反应 ; G) 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 泳 分 离 片 段 ， 读 出 片段 序列 。 经 典 的 Sanger 
测序 反应 中 ， 利 用 DNA 紊 合 酶 进行 一 次 链 延 伸 和 终止 反应 ， 需 要 大 量 测序 模板 。 而 随 着 
PCR 技术 的 发 现 ，PCR 技术 应 用 到 测序 技术 ， 利 用 PCR 进行 测序 模板 的 制备 ， 也 可 以 利 
用 PCR 直接 测序 ， 即 进行 循环 训 序 ， 只 需 微 量 测序 模板 就 可 以 获得 理想 的 测序 结果 。 目 
前 大 都 采用 循环 测序 方法 。 不 过 ， 无 论 采 用 哪 一 种 测序 方法 ， 模 板 的 制备 是 至 关 重 要 的 。 

1, 测序 模板 准备 

两 种 类 型 的 DNA 可 以 用 作 测 序 模板 ， 即 单 链 DNA 和 经 过 热 变性 或 碱 变性 的 双 链 
DNA。 早 期 的 Sanger 测序 应 用 分 子 克 隆 技 术 将 目的 DNA 插 人 到 单 链 线 状 叭 菌 体 M13 载体 
上 ， 提 取 单 链 模 板 用 于 序列 测定 。 目 前 可 以 应 用 双 链 DNA 进行 直接 测序 ， 只 需 将 目的 片 
Ë: DNA 重组 到 质粒 DNA 中 ， 进 行 转化 ,增殖 质 粒 ， 使 模板 制备 操作 下 加 方便 、 涯 时 省 
Jj, MH PCR 技术 扩 增 日 的 片段 使 模板 DNA 制备 不 需要 克隆 。 但 必 链 DNA 的 模板 质量 比 
M13 单 链 DNA 模板 差 。 正 负 链 同时 存在 ， 缺 乏 模 板 的 一 致 性 。 
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2. 利用 PCR 制备 测序 模板 DNA 

用 PCR 方法 扩 增 靶 DNA， 随 后 用 扩 增 的 DNA 产物 直接 进行 测序 ， 已 成 为 分 子 遗 传 学 
分 析 研 究 的 一 项 极 有 用 的 策略 。 采 用 这 一 策略 ， 可 完全 省 去 首先 进行 PCR 产物 克隆 这 一 
耗 时 的 步 驾 ， 而 月 直接 从 粗 制 的 生物 样品 中 得 到 目的 DNA PF $|. SE DNA 的 拷贝 数 可 少 至 
1 到 几 个 的 基因 组 DNA。 目 前 有 三 种 类 型 PCR 方法 可 以 制备 测序 模板 DNA : 

(1) 常规 PCR 产生 dsDNA 产物 ， 上 反应 结束 后 通过 纯化 除去 过 剩 的 引物 和 dNTPs, REJS 
以 PCR 扩 增 产物 序列 互补 的 一 骞 核 背 酸 序列 为 测序 反应 引物 进行 测序 分 析 。 

(2) 用 带 有 噬菌体 启动 子 序 列 的 引物 进行 PER， 然 后 用 噬菌体 RNA # BR Ns 3k 2 sk 48 
ssRNA， 用 反 转 识 酶 双 脱 氧 法 对 ssRNA 测序 。 用 反 转 录 酶 或 Tagq DNA 聚合 酶 对 其 产物 直接 
测序 。 合 成 这 种 带 噬菌体 启动 子 序 列 的 引物 的 成 本 较 高 。 

(3) 不 对 称 PCR 产生 单 链 DNA (ssDNA), 用 Tag DNA 聚合 酶 或 其 他 测序 酶 对 ssDNA 
测序 。 

标准 PCR 可 以 得到 双 链 DNA $M, Mih Cyllensten 和 Erlich 改进 的 PCR 方法 则 可 以 产 
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生 一 个 单 链 DNA。 其 主要 原理 是 在 扩 增 体系 中 ， 利 用 不 同 浓度 的 引物 得 到 ssDNA, 不 对 称 
引物 的 比例 … 般 交 50:1 s 100:1。 在 开始 的 10 -15 个 循环 中 ， 主 要 产物 为 dsDNA。 当 有 
RASARE, ssDNA 通过 过 其 的 引物 开始 合成 ， 并 且 随 循环 次 数 的 增加 以 钱 性 形式 
{而 非 指数 形式 ) 增长 。 这 种 单 链 DNA 作为 模板 ， 用 原 引 物 或 者 内 部 序 王 作 引 物 测序 ， 内 
部 引物 测序 可 以 增加 特异 忻 。 不 对 称 PCR 基因 扩 增 的 效率 比 标准 PCR 要 低 ， 因 为 ssDNA 
只 是 线性 增加 ， 向 不 像 常规 黄 条 引物 退火 形成 dsDNA 的 倍增 。 要 获得 最 大 量 的 ssDNA 需 
此 更 多 的 循环 周期 ， 大 部 分 划 序 询 要 求 至 少 30 ~ 各 个 周期 。 

PCR 产物 中 的 dsDNA 和 ssDNA 的 有 量 因 引物 不 同和 引物 比例 不 同 而 变化 ， 最 佳 的 引物 
比例 范围 在 0.5:50pmol 和 5:100pmol 之 间 。 另 外 ， 进 行 不 对 称 PCR 时 ，dNTPs 的 浓度 比 标 
准 PCR 低 ， 低 浓度 容易 效 得 最 大 量 的 单 链 产物 ， 减少 某 些 拓 序 列 的 本 底 产物 。 测 序 时 
引物 退火 前 不 进行 高 漫 变性， 这 样 dsDNA 就 不 会 参与 测序 反应 。 

用 PCR 直接 从 基因 组 或 克隆 片段 制备 测序 模板 比 日 前 使 用 的 细胞 依赖 性 方法 更 有 训 。 
对 于 林 知 序列 的 克隆 片段 可 用 于 载体 多 率 接 头 或 其 附近 序列 互补 的 赛 核 昔 酸 作为 扩 增 引 
物 。 用 PCR 制备 测序 模板 可 以 省 去 细菌 培养 、 模 板 提 取 这 些 操 作 。 直 接 对 PCR 双 链 产物 
进行 序列 测定 ， 一 个 非常 关键 的 步骤 是 纯化 扩 增 产物 ， 从 扩 增 产物 中 除去 引导 PCR 扩 增 
HER ERES A 〈 未 标记 引物 )。 因 为 这 些 未 标记 的 引物 与 标记 引物 竞争 模板 上 的 结合 位 
点 ， 并 产生 完全 不 会 标记 的 延伸 产物 。 通 过 纯化 同时 将 dNTP 从 DNA 扩 增 产物 中 除去 ， 使 
这 些 dNTP 不 干扰 测序 反应 体系 中 drddNTP 的 比例 。dNTP MARTE DILEMA 
中 进行 离心 透析 或 用 一 些 商业 PCR 产物 纯化 试剂 盒 纯 化 予以 去 除 。 如 果 条 件 不 人 允许， 也 
可 采用 乙 除 沉淀 、 聚 天 烯 酰胺 和 琼脂 精 凝 胶 电 泳 的 方法 来 纯化 扩 增 产物 。 


8.4 直接 PCR 测序 -一 -循环 测序 























8.4.1 循环 测序 原理 

在 Murray 方法 基础 上 , 已 发 展 出 一 系列 PCR 介 导 的 测序 策略 一 一 循环 测序 策略 。 它 
们 都 是 利用 热 循 环 仪 自动 循环 的 高 效能 力 ， 使 链 终 止 的 序列 产物 张 得 扩 增 。 一 个 测序 反应 
短 环 结束 后 ， 测 序 模板 通过 高 温 变 性 ， 可 以 进行 链 的 延伸 与 终止 。 每 个 测序 循环 由 三 个 步 
RAR (图 8-4)。 第 一 步 ，PCR 扩 增 的 DNA 经 变性 成 为 单 链 形式 ; 第 二 步 ， 带 或 不 带 械 
记 的 引物 与 其 中 的 一 条 链 上 的 互补 序列 退火 ; 第 三 步 ， 退 火 后 的 引物 在 耐 热 DNA 聚合 酶 
催化 下 发 生 链 延伸 - 终止 反应 。 由 此 产生 的 模板 链 与 延伸 终止 链 形成 的 部 分 双 链 的 产物 ， 
在 下 一 轮 测 序 循 环 中 ， 再 次 被 变性 ， 释 放出 模板 链 ， 作 为 又 一 轮 引 发 反应 的 模板 ， 同 时 积 
累 每 轮 循 环 产 生 的 链 终止 产物 。 这 些 循环 步骤 重复 20 -40 次 ， 使 链 终止 产 牺 以 线性 方式 
获得 扩 增 。 

循环 测序 ， 是 在 对 模板 进行 PCR 扩 增 的 同时 ， 进 行 模板 与 引物 的 退火 ， 标记， 延伸 
和 终止 反应 。 采 用 耐 热 DNA 聚合 酶 ， 测 序 反 应 可 以 进行 多 次 循环 ， 因 此 称 之 为 循环 测 岩 ， 
比 双 脱氧 链 终 让 法 为 基础 的 标准 DNA 测序 在 方法 学 上 又 有 了 改进 。 

8.4.2 循环 测序 优点 

循环 测序 方法 中 使 用 醒 热 DNA 育 台 酶 ， 应 用 热 循 环 仪 ， 此 法 较 传 统 方法 有 如 下 优点 ; 

(1) 产生 清晰 可 辩 的 序列 梯 带 所 需 的 模板 DNA ED, 用 户 末 问 标 记 引 物 ，4fmol 模板 
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图 8$-4 循环 测序 原 运 示意 图 


就 可 以 获得 多 于 500 碱 基 的 序列 。 

(2) 模板 在 循环 过 程 中 高 温 变 性 ， 不 油 要 变性 和 乙醇 沉 省 dsDNA 模板 。 双 链 DNA 可 
以 直接 测序 。 

(3) 高 温 退 火 增 加 了 模板 与 引物 退火 的 严格 性 。 

(4) 高 变性 温度 减少 了 模板 DNA 的 二 级 结构 ， 从 而 使 聚合 反应 能 够 越过 模板 的 高 级 
AAK, AWEZE., WK, FETA PCR 产物 、 质 粒 DNA. ADNA 和 粘 粒 DNA 等 双 链 
模板 的 序列 测定 ， 且 更 利于 对 高 G - C 碱 基 含 量 模板 的 测序 。 

(s) 方法 自动 化 程度 高 ， 更 易 操 作 。 

此 法 适用 于 PCR 扩 增 产物 制备 的 模板 、 大 的 dsDNA 模板 如 ADNA, BS GCC 模板 及 发 
夹 结构 丰 窜 的 模板 的 序列 分 析 。 根 据 标记 途径 ， 可 选用 直接 挫 入 标记 和 末端 标记 法 进行 
DNA 序列 分 析 。 

8.4.3 测序 反应 重要 试剂 

1, 引物 

在 测序 反应 中 ， 引 物 引 导 新生 链 的 合成 。 一 般 测 序 反 频 的 模板 制备 是 先 将 目的 DNA 
克隆 到 M13 或 质粒 等 载体 ， 然 后 再 纯化 含 目 的 DNA 序列 的 载体 DNA 而 获得 。 因 此 可 以 利 
用 中 的 DNA 片段 两 侧翼 的 载 伍 荆 补 序列 如 计 成 测序 反应 引 牺 ， 它 可 以 引导 任何 插 人 片段 
的 合成 ， 此 引物 称 为 “通用 引物 ”或 “万 用 引物 "。 通 用 引物 一 般 长 为 15 -29 HFR, 
市 场 已 有 商业 产品 ， 也 可 以 目 己 全 成。 
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对 于 以 PCR 扩 增 产物 为 模板 的 测序 ， 可 以 用 PCR 反应 的 引物 作为 测序 反应 引物 ， 也 
可 以 是 PCR 反应 产物 中 互补 的 一 段 序列 。 早 期 测序 试剂 盒 以 引物 标记 为 主 ， 法 医学 线 粕 
体 测序 也 应 用 引物 标记 法 ，PCR 反应 引物 设计 时 在 引物 的 3 端 连接 一 M13 的 通用 序列 ， 
以 使 产生 测序 反应 通用 引物 结合 点 。 目 前 采用 的 末端 标记 共 测 序 ， 不 需要 加 M13 通用 引 
物 ， 因 起 模板 制备 的 PCR 扩 增 反应 引物 中 不 需要 连接 通用 引物 ， 可 以 自己 设计 引物 序列 
进行 测序 ， 对 于 新 STR 基因 座 作 重复 序列 的 测定 ， 可 以 用 STR 基因 凌 扩 增 反 应 的 引物 直 
接 进 行 测序 。 

引物 浓度 不 宜 仿 高， 浓度 过 总 有 两 个 弊端 : 一 是 形成 引物 二 聚 体 ;二 是 当 扩 增 微量 肯 
的 DNA 并 旦 起 始 材料 又 比较 粗 时 ， 容 易 产 生 非 特异 性 扩 增 产物 。 一 般 来 说 ， 用 低 浓 度 引 
物 ， 反 应 特异 性 较 好 。 

退火 温度 是 PCR 测序 的 最 关键 因素 ,高 退火 温度 增加 模板 与 引物 杂交 的 特异 性 ， 减 
少 模板 的 二 级 结构 。 引 物 延 种 从 退火 片段 开始 ， 在 低温 条 件 下 ， 率 合 酶 可 能 遇 到 强 二 级 结 
构 区 。 强 二 级 结构 可 能 导致 育 合 酶 的 脱落 及 模板 由 于 聚合 酶 外 切 酶 活性 的 裂解 ， 从 而 在 4 
个 泳 道上 同一 位 置 都 出 现 条 带 。 所 以 ， 要 用 尽 可 能 高 的 退火 温度 。 长 引物 和 引物 高 GC 会 
量 可 以 获得 较 强 的 信和 号， 最 好 的 结果 是 应 用 > 24mer 引 物 (GC 含量 约 50%)。 

2. 模板 

由 于 PCR 灵敏 度 高 ， 特 异性 强 ， 它 们 对 模板 的 要 求 不 是 很 帘 ， 循 环 测序 法 能 够 对 几 
乎 未 经 纯化 的 微量 DNA 进行 测序 。 但 模板 的 纯度 将 影响 测序 质量 ， 龙 其 是 采用 自动 测序 
方案 时 ， 这 种 影响 更 明显 。 对 污染 极为 敏感 ， 用 通用 引物 进行 PCR 测序 ， 微量 的 载体 
DNA 和 克隆 DNA 的 污染 将 导致 测序 实验 失败 。 在 PCR 模板 中 ， 不 能 混 有 与 引物 互补 的 非 
目的 基因 序列 。 传 统 的 测序 模板 (纯化 的 M13 或 质粒 DNA) 是 极 好 的 测序 模板 ，PCR 产 
物 、 质 粒 、XDNA 也 可 以 进行 测序 。 用 本 方法 测序 时 ，PCR 扩 增 的 DNA 经 柱 层 析 纯化 ， 去 
除 PCR 反应 后 剩余 的 dNTP 和 引物 。 也 可 以 直接 到 1~2il 未 经 纯化 的 PCR 产物 进行 循环 
测序 ， 但 这 种 测序 结果 产生 的 序列 梯 带 的 效果 差 。 如 果 使 用 低 浓 度 的 dNTP (1 ~ 20pmol/ 
L) 和 引物 (10 pmol/L) PHH DNA， 反 应 中 的 剩余 dNTPs 和 引物 的 量 减 少 ， 直 接 用 PCR 
产物 作为 测序 模板 ， 可 省 去 纯化 步骤 ， 一 般 可 产生 高 显影 度 的 序列 梯 带 。 每 次 测序 需要 的 
模板 DNA 浓度 至 少 为 0,1ipmol。 更 低 浓度 的 模板 也 可 以 使 用 ， 但 其 测序 结果 相对 较 差 。 

3. 标记 物 

高 压 电 访 分 离 后 的 DNA 片段 需要 一 定 的 方法 来 检测 结果 。 最 早 应 用 的 是 放射 性 同位 
素 标记 如 -3?2P- dNTP BË a — S — ANTP 作为 标记 东野 物 。 

放射 性 同位 素 有 害 于 健康 ， 因 此 越 来 越 多 地 被 非 同 位 素 标记 物 地 高 六 、 生 物 素 或 荧光 
标记 物 所 代替 。 甚 革 改 用 银 全 测序 ， 不 需要 任何 标记 物 。 

4. dNTP 上 类似 物 

二 重 对 称 的 DNA KE: (特别 是 GC 含量 高 的 ) 可 以 形成 链 内 二 级 结构 ， 在 电文 过程 中 
不 能 充分 变性 ， 在 电泳 过 程 中 不 规则 迁移 ， 使 邻近 DNA 条 带 压缩 在 一 起 ， 以 致 难以 读 出 
序列 ， 这 种 现象 不 可 能 通过 改变 测序 反应 中 DNA 诊 合 酶 而 得 到 缓解 。 但 可 以 通过 采用 如 
dYTP (2' -RAKE -5 - 三 磷酸 ) 或 7- 了 脱 氮 - dGTP (7- 脱 所 -2 -RASE -5 - 
三 磷酸 ) 等 dNTP 类 似 物 进行 分 辨 。 这些 类 似 物 与 普通 岂 基 的 配对 能 万 较 弱 ， 而 用 是 测序 
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REA Tag DNA RAMS DNA 率 合 酶 的 合适 底 牺 ，7 - 脱 氮 - 4GTP 或 dATP 能 缓解 一 些 庄 缩 
条 带 ， 亿 并 不 是 所 有 的 均 能 得 到 缓解 。 如 果 适 要 采用 类 似 物 ， 首先 可 试验 difP， 如 果 用 了 
- 脱 所 -acrmP 或 dTP 都 无 注 分 辨 可 采用 友和 疝 测 序 ， 获 得 理想 结果 。 

5.DNA RE 

DNA RAMMA TU PH 2: EFSM po s PJ 6 EI s, DNA 聚合 酶 的 种 类 不 同 ， 测 
序 反应 的 条 件 可 能 有 所 不 同 。 无 论 何 种 集合 酶 ，DNA S S BHS 5'—-3' RATE PEI 3'— 
5 的 外 切 酶 活性 ， 不 具有 5’ 一 3' 外 切 酶 活性 。DNA RAMA Klenow 片段 、T7 DNA RAME, 
Tag DNA RA MAATE, h F Klenow 片段 本 身 的 缺陷 已 不 太 使 用 了 。 

T7 DNA 集合 酶 基 从 T 噬菌体 感染 的 大 肠 杆 蓝 中 分 离 得 到 的 ， 为 一 种 电 白 复合 体 ， 其 
8 Cr iË J; E PR # P NIL DNA 集合 酶 中 最 强 的 ， 且 催化 合成 的 DNA 的 平均 长 度 比 其 他 DNA Ë 
合 酶 催化 合成 的 DNA 要 长 得 多 。 经 过 修饰 的 T7 DNA 率 合 艇 不 具有 5' 一 3' 外 切 栓 活性 ， 攻 
平 无 3' 一 $5' 外 切 酶 活性 ， 必 Sanger 法 测序 反应 中 最 为 理想 的 DNA 聚合 酶 。 利 用 T7 DNA Ë 
合 酶 进行 的 测序 皮 应 可 测 出 1 000bp 的 序列 。 

Tag DNA 聚合 钥 具 有 极 好 的 热 稳 定性 ， 在 95 乞 的 高 温 下 仍 具 有 稳定 的 活性 ， 其 最 佳 活 
性 温度 为 75 ~ 80% ， 在 测序 反应 中 ， 它 有 着 其 他 DNA 集合 酶 所 没有 的 优点 -一 -能 够 测定 
在 37 和 时 形成 稳定 二 级 结构 的 单 链 DNA 模板 的 序列 ; 测序 结果 的 带 型 均一 ， 背 景 清晰 ， 
m A. Tag DNA 聚合 酶 的 持续 合成 能 力 较 强 。 

测序 了 酶 是 经 过 改造 的 T7 噬菌体 DNA 聚合 酶 ， 消 除了 3'~>5' 外 切 酶 活性 。 活 性 非常 稳 
定 ， 具 有 很 高 的 链 延 伸 能 力 利 极 快 的 聚合 反应 速度 ， 是 测定 较 长 DNA 序列 的 首选 酶 。 测 
序 了 2.0 版 要 优 于 原来 的 训 序 酶 ， 测 序 酶 2.0 版 持续 合成 能 力 强 于 测序 酶 ， 目 前 大 多数 使 
用 的 是 测序 酶 。 其 他 的 酶 有 Shagene 公司 的 Pfu 3588, England Biolabs 公司 的 Ven 3 £ 
Wi, Amersham 公司 的 Tub 聚合 酶 等 。 

在 对 ssDNA PCR 产物 测序 时 ， 也 可 以 用 其 他 测序 酶 。 

8.4.4 测序 皮 应 基本 操作 步骤 

以 Tag DNA 陈 合 酶 循环 测序 为 例 阔 述 基 本 操作 步骤 ， 基本 方法 也 适用 于 其 他 的 耐 热 
DNA 聚 人 台 酶 。 但 要 按 所 用 的 桌 合 梅 ， 相 应 调整 缓冲 液 的 成 分 及 dNTPs 和 dgNTPs 的 比例 。 
产生 低 本 虐 、 高 显影 度 的 序 麟 樟 带 所 需 的 最 佳 dNTPs, ddNTPs 的 比例 受众 多 因素 影响 ， 采 
用 某 种 方法 进行 测序 时 ， 确 定 最 竺 的 dNTP，ddNTP 比例 是 十 分 必要 的 。 

(1) 引物 标记 : 10 ~ 15pmol 测序 引物 ， S0pCi [ -25P] ATP (H 8 >6000CiZmmol) , Syl 
10x 激酶 缓冲 液 ， 加 水 至 体积 为 S0, RAE 37 CT Smin MA 1pl 现 稀释 的 T4 £ 
EPRE (10u), 37C 30min， 再 加 人 10u 的 T4 多 育 核 苷 酸 激 酶 ，37 吧 继续 保温 
30min。Biospin - 10 H RHE ERANA A DP] ATP。 标 记 好 的 引物 可 放 了 于 - 0 C DL f 
至 少 两 周 。 

(2) 4 种 dNTP/ddNTP 混合 物 ， 每 种 各 取 241， 分 别 加 人 4 个 离心 管内 ， 每 个 离心 管 中 
dNTP 的 浓度 均 为 30umol/L,, Eh dNTP 相应 的 ddNTP 浓度 分 别 为 : ddATP 1.2mmol/L, 
ddTTP 1.2mmol/L, ddGTP 90pmol/L, ddCTP 600pmol/ L. HE E G-C 的 模板 .应 用 7 了 7- 脱 
氮 -2- dGTP 代 禁 dGTP， 以 消除 电泳 时 由 于 压缩 现象 而 产生 的 假 带 。 

(3) 纯化 的 PCR 产物 0.1~0.2pmol，5' 端 *P 标记 的 测序 引物 1 ~ 2pmol, 3F4 IO x 测序 














134 法 医 DNA 分 析 





反应 缓冲 液 【500mmolT Tris- HCl, pH8.8, 20mmol/L Mech), B REHBER, Su 
的 Taq DNA 聚合 梅 ， 加 水 至 体积 为 20, TR J. 

(4) 上 述 混 合 物 种 取 4 ， 分 别 加 入 到 步骤 (2) 准备 好 的 4 管 dNTP/ddNTP i A 
中 ， 混 匀 后 ， 加 20pl 矿物 油 覆 瘟 液 面 。 

(5) 将 上 述 4 个 离心 管 置 于 已 加 热 到 94 乞 的 热 循环 仪 中 ， 开 始 循 环 反 应 。 循 环 参 数 ， 
94'Clmmn, 40 ~ 6030s, 7232308, MFP 20 ~ 30 WR- 

(6) 循环 结束 后 ， 每 管 加 入 4d 终止 液 (95% FER, 20mmol/¿L EDTA, 0.05% B 
监 ，0.05 名 二 用 茉 车 蓝 )， 混 匀 后 ， 离 心 数 秒 。 如 样品 不 马上 使 用 ， 可 放 -70 乞 保存 一 周 ， 
但 最 好 在 两 天 内 使 用 。 电 水 前 ， 将 离心 管 在 加 热 仪 上 80 C hê 3min, F 2 ~ 351 MUA W B 
涂 胶 上 样 孔 内 进行 电泳 。 

8.4.5 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 访 分 离 片 段 与 读 序 

反应 结束 后 ， 将 序列 反应 中 产生 的 各 种 不 同 长 度 的 DNA 片段 按 其 大 小 有 序 地 分 离开 
并 显示 出 米 。 这 一 步 是 序列 测定 成 功 的 关键 之 一 .采用 超 薄 长 距离 的 窜 丙 燃 酰 膀 族 胶 高 谨 
电泳 进行 分 离 ， 根 据 所 带 标记 物 的 性 质 进行 检测 。 

1. ZETE R N 5 BE Rk ëE pz B| E 

BER h] es al lM 2 B — ARRIT, B£ WE PEG 2 ~ 24h 之 间 使 用 均 可 获得 良好 效 
Ro 凝 胶 浓 度 取决 于 电泳 分 离 的 DNA 片段 大 小 ， 一般 为 6 免 ~ 89%, SENERE H 
50 个 碱 基 凡 内 的 序列 ， 或 化 学 法 测定 50bp 以 下 的 DNA FERI, MRHAR iE MERE (10% 
~ 20%)。 制 备 步 骤 同 前 介绍 的 PAG 制作 。 

2. 测序 产物 的 准 胶 电泳 

(1) 将 凝 胶 板 安装 到 电泳 仪 上 ， 准 鱼 齿 梳 持 入 秦 胶 约 Imm， 倒 人 1 x TBE RA, 
通 稳 压 电源 ，40cm 长 的 凝 胶 以 1 000v 进行 预 电泳 20 ~ 30min， 使 凝 胶 加 热 到 50 和 左右 ，。 

(2) 将 测序 反应 样品 在 95 乞 水 浴 中 加 热 变性 2min。 关 闭 电源 ， 再 次 用 注射 器 冲洗 印 
样 孔 ， 用 微量 移 液 器 上 样 2.5Sil。 上 样 完毕 后 打开 电 小 开关 进行 电泳 。 

(3) 电 访 时 间 可 根据 上 样 缓冲 液 中 指示 剂 冰 动 的 六 图 决定 。 

(4) 取 下 胶 ， 掀 开 凝 胶 上 层 玻 璃 板 。 将 凝 胶 连 同和 下层 玻璃 板 一 同 放 人 大 次 盘 中 ， 用 
10% 甲 醇和 10 名 乙酸 溶液 固定 15min， 去 除 效 胶 中 的 尿素 。 将 一 张 Whatman MM 滤纸 或 新 
华 3 号 滤纸 〈 略 大 于 凝 腕 ) 铺 芷 凝 腕 上 面 ， 连 同 玻璃 板 一 同 翻转 过 来 ， 使 凝 胶 落 在 泪 纸 
上 ,去 掉 玻 璃 板 ， 将 一 保鲜 膜 平 铺 在 凝 腔 上 ， 用 手轻 轻 起 走 保 鲜 膜 与 紫 胶 之 间 的 气泡 。 由 
于 凝 胶 易 构 碎 ， 操 作 时 应 格外 仔细 。 

(5) 将 类 站 滤纸 与 保鲜 膜 之 间 的 凝 腔 一 同 放 到 干 胖 嚣 上， 于 80 区 真空 燃 干 。 去 掉 保 
鲜 膜 ，X 线 胶片 直接 压 在 吝 胶 上 ， 上 曝光 24 ~ 36h， 得 到 测序 自 显 影 照片 。 

8.4.6 序列 分 析 

直接 阅读 序列 或 将 数据 输入 计算 机 进行 分 析 。 在 读 取 序列 时 ， 从 腕 片 的 下 部 往 上 读 
取 , 读 出 的 序列 为 疆 补 链 的 5 一 3 的 厅 列 。 

首先 从 胶片 的 底 端 第 一 条 带 读 起 ， 观 察 它 在 A、T、G、C 的 哪个 汪 道上 或 什么 颜色 ， 
如 让 G 访 道 上， 则 确定 此 第 .个 碱 基 G， 然 后 观察 与 其 紧 相 邻 的 一 条 带 ， 确 定 是 什么 碱 
E, 反复 如 此 ,阅读 所 有 的 条 异 ， 得 到 DNA 序列 。 术 知 序列 至 少 应 读 两 次 ,最 好 由 不 同 
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的 人 来 读 ， 然 后 比较 、 分 析 阅 读 结 华 。 

测序 胶片 条 带 的 一 般 规 律 : 

(1) 的 带 常 常 比 其 他 3 Phi Er BR BJ t 59; 

(2) 连续 出 现 的 多 聚 A 中 的 第 一 个 A — J H 2 JL A 要强; 

(3) BA H BRB9 SE C 中 的 第 一 个 C 通常 比 第 二 个 C 归 弱 得 多 ; 

(4) # TZ BIB G 带 较 弱 。 

8.4.7 XX BR B PFE rh H HB al ER 

Sanger I Hú RE ISMI e ED P. SE P SR B Sh R, TE BD4E E ë W ii + 8 BJ F 7, 
也 林 可 避免 地 会 遇 到 各 种 各 样 的 问题 ， 影 响 正 确 结果 的 获得 。 在 进行 序列 测定 时 ， 除 小 心 
操作 和 外， 还 必须 了 解 各 种 问题 出 现 的 原 内 ， 只 有 这 样 才 能 避 求 解决 对 策 。 

在 序列 测定 的 每 一 步 都 会 遇 到 各 种 问题 ， 影 响 测 序 结 果 。 存 制备 好 DNA 模板 后 ， 下 
一 步 容 易 出 现 的 问题 就 是 序列 胶 放 射 自 显影 后 所 显示 的 序列 条 带 不 请 楚 ， 例 如 条 带 模糊 或 
者 同一 位 置 OKP) 不 止 一 条 带 等 ， 这 些 问 题 有 些 不 太 容 易 克 服 ， 在 读 胶 时 允许 存在 。 通 
过 改进 制备 模板 技术 或 改变 链 延 伸 - 链 终 止 反应 中 的 ddNTP:dNTP EF 3 aR R US 15 k k 86 Re 
电泳 的 条 件 而 加 以 解决 另外 的 许多 问题 。 对 于 出 现 的 问题 ， 首 先 弄 清 是 系统 性 问题 还 是 模 
板 特 异性 的 问题 。 下 面 就 测序 全 过 程 中 容易 出 现 的 问题 和 逐 -- 加 以 讨论 。 

1, 模板 的 质量 问题 

这 是 较 常 见 的 问题 。 制 备 模 板 时 应 该 保证 质量 。 但 对 模板 的 质量 要求 ~ 般 由 所 用 的 
DNA RARR. PEA DNA 聚合 酶 对 模板 要 求 不 同 ， 序列 酶 对 模板 的 质量 要 求 并 不 高 。 
用 同样 的 操作 程序 获得 的 模板 DNA， 用 某 一 种 DNA 聚合 酶 测序 时 能 得 到 很 好 的 测序 结果， 
但 车 用 其 他 醇 进 行 测序 反应 .几乎 无 法 读 取 序列 。 

(1) 序列 质量 很 好 但 条 党 很 如 

O 最 可 能 是 模板 DNA 的 量 较 少 。 延 长 放射 自 显影 的 时 间 可 增加 强度 ， 但 这 样 会 延 久 
ti. 

© DNA 沉淀 中 的 盐分 没 清除 于 净 ， 导 致 聚合 酶 的 作用 受 换 制 ， 使 谱 带 发 庶 ， MR 
BF. f 

(2) 没有 测序 模版 ， 结 果 根 本 看 不 见 序 列 带 。 

(3) BERAR E 

D 盐分 没有 除 净 或 污染 了 聚 乙 二 醇 ， 不 仅 会 产生 假 带 ， 侧 且 谱 带 很 模糊 。 增 加 酶 的 
用 量 可 减少 假 带 数量 ,但 高 盐 浓 度 又 将 降低 引物 与 模板 配对 的 特异 性 。 ` 

D DNA 降解 。 

2. 引物 

(1) ESR BL šf fE A s8 

这 种 情况 通常 是 引物 浓度 太 低 ， 延 伸 时 温度 太 低 或 太 高 引起 的 ; 或 引物 反复 冻 融 引起 
降解 ， 从 而 导致 序列 带 弱 。 另 外 ， 非 特异 的 引物 碎片 闻 的 退火 也 使 假 带 的 背景 增加 。 引 物 
的 贮存 液 应 分 装 成 小 包装 并 保存 在 -20% ， 避 免 反 复 冻 锅 。 

(2) BRIF 2 HIR 

多 由 于 引物 浓度 过 高 引起 的 ， 假 带 常 常 不 均匀 ， 不 规则 。 每 一 批 新 的 引物 在 使 用 前 都 
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应 该 确定 最 适 浓度 。 

3. 序列 反应 

(1) 假 带 很 多 

中 在 模板 上 质量 保证 的 前 提 下 ，DNA 策 合 酶 的 未 当 也 可 引起 假 带 的 产生 。 上 应 保证 有 反应 
体系 是 DNA 聚合 酶 的 最 适 条 件 ， 避 免 降 低 酶 活性 的 任何 操作 ， 

声 如 果 假 带 只 局 限 在 一 条 泳 道 ， 则 常常 是 由 于 核 苷 酸 混合 液 的 比例 不 适合 ， 该 泳 道 带 
道 常 比 其 他 的 弱 。 

辐 核 蔡 酸 汇合 液 交 丸 污染 也 同 样 产 和 牛 假 带 ， 

(2) 整 块 胶 的 放射 性 强度 分 布 不 均 勾 

在 胺 底部 的 条 带 强度 比 腔 上 部 的 带 高 很 多 ， 使 可 读 序 列 的 范围 第 小 。 可 能 是 反应 体系 
中 核 蔡 酸 的 摩尔 比 不 平衡 引起 的 ， 使 得 多 数 新 生 链 的 延伸 提前 终止 。 可 比较 .~ 系列 不 向 核 
亚 琶 浓度 比例 实验 结果 ， 以 获 到 最 适 比 例 。 严 重 的 比例 失 润 会 导致 假 带 的 产后。 

4. 电泳 

电泳 过 程 中 ， 常 出 现 的 问题 是 制 胺 和 加 样 上 的 错误 。 相 比 之 下 电泳 本 身 出 错 机 会 不 
£. 

G) 灌 胺 时 形成 气泡 ” 玻 荐 板 不 洁净 我 有 油脂 ， 灌 胶 易 产生 气泡 ; Wë ED E e 
坦 入 ， 不 可 暂停 或 使 液 流 中 断 。 一 旦 出 现 气泡 ， 用 - -网 长 的 和 射线 胶片 或 更 萍 的 夹 条 捕 
ARRA PEERK. 

(2) 放射 自 显 影 时 胶片 上 出 现 污点 ( 常 伴随 细 线 条 上 带 向 下 延伸 ) 在 倒 胶 前 玻璃 板 上 
有 全 埃 ， 可 用 一 些 质量 好 的 纸巾 擦 去 板 上 的 侍 埃 。 

(3) 带 形 失真 ， 无 法 辨认 ”造成 这 种 现象 的 原因 多 种 : 名 效 腕 聚合 的 时 间 不 够 。 在 电 
泳 前 应 认真 检查 凝 胺 是 否 完全 素 合 。 名 配 腔 的 试剂 不 适当 ， 是 较 常 见 的 原因 ,采用 电 袜 级 
的 试剂 。 在 溶解 奈 素 时 ， 不 能 过 上 度 加 热 ， 这 度 训 热 会 降低 溶解 度 ， 共 至 会 导致 自发 的 率 
合 ， 胶 液 必须 存 于 4 叱 ， 保 存 期 超过 1 个 月 就 有 可 能 变质 。 凶 电泳 绥 冲 液 变质 可 引起 条 带 
模糊 ， 几 平整 个 胶 板 都 过 影响 。 电 泳 缓 冲 液 应 当 经 常 更 换 。 遇 样品 在 变性 过 程 中 过 度 处 理 
使 条 带 模糊 、 强 度 弱 、 假 带 多 、 泳 道 的 背景 高 。 避 在 加 样 之 前 ， 效 胺 中 渗 出 的 尿素 没有 洗 
兆 。 凝 胶 中 的 尿素 在 很 短 时 间 里 即 可 滩 出 ， 因 此 在 加 样 之 前 动作 要 快 ， 汛 速 清洗 干净 加 样 
FL, 并 迅速 加 样 、 电 泳 。 否 则 会 导致 条 带 模糊 其 至 巾 同 不 平 。@@ 加 样 量 太 大 也 会 引起 条 带 
模糊 ， 样 品 在 加 样 六 中 的 高 度 应 小 于 加 样 筷 的 宽度 ， 理 则 就 过 量 了 。 应 尽 可 能 迅速 地 加 样 
并 立即 电 访 以 避免 DNA 在 加 样 孔 中 复 性 。 

(4) 胶 走 得 不 齐 有 纯度 ”电泳 过 程 中 胶 板 湿度 过 高 。 采 用 热 循 环 装 置 ， 控 制 温度 。 

(5) 凝 胶 的 固定 与 加 压 和 光 胶 片 不 当 在 固定 过 程 中 凝 胶 中 的 尿素 不 能 有 效 地 渗 出 
并 除 尽 ， 会 造成 条 带 模 糊 。 人 在 放射 白 显 影 时 一 定 要 将 X 光 胶片 与 胶 紧 密 地 压 在 一 起 ， 否 
则 条 带 会 模糊 不 清 且 很 弱 。 

5. 序列 本 身 的 问题 

(1) 条 带 强度 不 均一 

T AF: 在 连续 几 个 的 区 域 ,最 下 边 的 A 带 最 强 。 

OCE: 当 两 个 或 两 个 以 上 CQ 带 相 分 时 ， 自 上 而 下 强度 逐渐 减弱 ， 最 下 边 的 C 带 凡 
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FEP, CHERI, JCH ca Dl JE G rE HJ 3E 85 , 

OG: 在 TG 相 连 的 区 域 中 G 带 弱 。 

(2) 假 带 ”有 时 也 会 发 生 一 些 序列 本 身 造 成 的 假 带 ,但 这 不 太 带 风 。 

D TECC: 这 种 序列 会 在 C 泳 道 或 了 与 G 带 之 问 出 现 假 带 。 

D GCA: 在 和 带 的 水 平 线 上 会 出 更 T 或 6 的 假 带 。 

(3) 压缩 现象 ”这 种 现象 通常 出 现在 DNA 序列 的 CC 丰富 区 ， 这 些 区 域 往往 形成 发 卡 
状 的 二 级 结构 ， 具 有 这 一 结构 的 片段 的 电泳 迁移 率 变 快 ， 使 谱 带 很 集中 ， 压 缩 在 一 起 ， 有 
时 甚至 造成 重 登 ， 难 以 读 出 序列 。 一 般 情况 下 ， 在 压缩 区 带 的 上 方 区 域 谱 带 的 间隙 异常 变 
大 。 解 决 方法 有 4 种 : 一 是 电泳 时 加 大 电压 以 提高 凝 胶 的 变性 温度 ， 减 低 二 级 结构 的 产 
人生， 但 过 高 的 电压 会 引起 炸 板 ,或 者 在 涂 胶 中 加 入 甲 酰胺 使 终 浓 度 为 25 呢 ~ 8096, 但 使 
用 高 浓度 的 甲 酰 胺 会 增加 背景 ， 二 是 测定 互补 链 的 序列 ; 三 是 用 ITP RE CIP， 因 为 I: C 
配对 形成 的 氧 键 要 比 G: C 配对 弱 ; 四 是 改 用 Tag DNA RAW 


8.5 非 同 位 素 标 记 测 序 及 银 染 测序 


自从 Sanger 双 脱 氧 链 终 止 法 进行 DNA 测序 问世 以 来 ， 几 经 改进 完善 ， 然 而 对 测序 反 
应 产物 的 检测 一 直 延 用 放射 性 同位 素 的 方法 ， 即 在 链 延 伸 过 程 中 使 用 放射 性 同位 束 标 记 的 
核 苷 酸 ， 使 用 这 种 具有 危害 性 的 放射 性 同位 素 作 为 标记 示 踪 物 ， 限 制 了 其 应 用 范围 。 随 着 
非 同 位 素 标 记 及 银 染 技术 的 发 展 、 完 善 ， 非 同位 素 标 记 测 序 和 银 染 测序 逐渐 奉 代 了 同位 素 
标记 测序 。 

8.5.1 非 同 位 素 标记 测序 

利用 地 高 辛 和 生物 素 测序 是 近年 来 发 展 的 一 种 非 同 位 素 测 序 手段 ， 其 酶 学 部 分 利用 了 
Sanger 双 脱 氧 链 终 止 法 的 测序 原理 ,但 在 测序 反应 体系 中 ， 以 非 放 射 性 标记 引物 (如 地 高 
辛 、 生 物 素 ) 代 将 放射 性 同位 素 进行 测序 。 将 非 放 射 性 标记 物 《 如 地 高 衬 ) 与 测序 引物 了 
端 共 价 结合 ， 进 行 测序 反应 ， 反 应 产物 经 序列 胺 电文 分 离 ， 通 过 直接 印迹 电泳 系统 di- 
rect blotting electrophoresis system, DBE) 将 DNA 条 带 转移 到 尼龙 膜 上 ， 或 者 通过 抽 滤 转 膜 
的 方法 将 DNA 条 带 转 移 到 尼龙 腊 上 ， 经 紫外 线 照射 固定 ， 利 用 酶 标 地 高 辛 抗体 或 亲 和 素 
与 测序 反应 产物 上 的 地 高 辛 或 生物 素 结合 ， 最 后 通过 酶 显 色 反应 将 测序 结果 显示 出 来 。 整 
个 测序 过 程 包括 : 模板 制备 ; 测序 反应 ; 电泳 及 DBE 转 膜 ， 显 色 反应 及 序列 读 取 。 

8.5.2 银 染 测序 

1. 原理 

银 染 色 法 是 近年 来 建立 的 一 种 非 放射 性 同位 素 标 记 的 DNA 序列 测定 方法 。 其 基本 原 
理 是 通过 高 灵敏 度 的 银 盐 显 色 步 骤 来 检测 末端 终止 法 完成 的 测序 凝 胶 条 带 。 银 染 测序 系统 
利用 线性 扩 增 ， 热 循环 等 步 缀 获得 银 染 检测 所 需 的 足够 DNA 量 ， 在 一 天 内 完成 序列 反应 ， 
电泳 分 离 ， 并 获得 数据 。 该 方法 可 以 在 电泳 结 束 后 一 个 半 小 时 内 得 出 结果 ， 同 时 也 省 去 了 
放射 性 同位 素 操 作 过 程 中 的 特殊 防护 措施 。 与 荧光 染料 标记 方法 比较 ， 莞 光 及 化 学 发 光 技 
术 舌 要 品 贵 的 试剂 来 标记 引物 或 底 物 ， 同 时 需要 昂贵 的 仪器 来 检测 。 银 染色 测序 法 使 用 普 
通 的 窒 核 音 酸 引 物 ， 无 需 在 引物 5' - OH 末端 或 底 物 进行 任何 修饰 ， 也 不 需要 复杂 的 仪器 
设备 来 检测 结果 ， 可 以 在 显 色 后 的 胶 上 直接 读 序 。 该 法 快速 、 安 全 . RAE, MRAR 

















138 法 医 DNA 分 析 


测序 分 析 中 的 重要 测序 系统 。 银 娄 测 序 包 括 : 模板 制备 ; 测序 反应 ; 序列 胶 电 泳 分 离 : 银 
染 显 色 结 果 与 恋 序 。 银 染 法 测序 凝 胶 制 名片 法 同 STR 复合 扩 增 产物 银 桨 检测 ， 采 用 特殊 
方法 分 别处 理 测序 凝 腕 的 长 短 两 块 玻璃 板 ， 使 电 沪 结束 后 此 胶 能 够 附着 在 短 玻 璃 板 |: ， 而 
与 长 玻璃 板 能 够 比较 穿 易 分 离 ， 凝 胶 在 短 斑 璃 板 的 托 载 下 ， 能 够 方便 地 进行 显 色 操作 。 


8,6 DNA 自动 测序 技术 


DNA 测序 技术 经 过 十 几 年 的 发 展 ， 不 断 改进 和 和 完善， 建立 了 DNA 自动 测序 技术 ， 使 
操作 更 简便 ， 省 时 ， 结 果 更 为 清 析 和 易于 污 解 。 日 前 已 为 比 界 上 许多 实验 室 所 采用 。 下 面 
主要 介绍 ABI 自动 DNA 测序 仪 的 基本 原理 。 

8.6.1 DNA 自动 测序 技术 原理 

1. 化 学 原理 

ABI 公司 研究 人 员 经 过 长 期 实验 模 索 ， 最 终 确 定 了 4 种 荧光 发 色 基 团 分 别 作为 DNA R 
合 酶 链 反 应 中 4 种 双 脱 氧 (ddNTP) 终止 的 DNA 片段 的 标记 物 ， 即 4 种 DNA 片段 带 上 了 
不 同 的 颜色 。 当 将 这 些 DNA 片段 混合 在 一 起 加 入 同一 样品 蕊 中 ， 经 电 添 展开， 相互 间 侈 
3: 1 个 碱 基 的 DNA 片段 ， 便 形成 一 条 连续 的 旦 有 具 和 有 4 种 颜色 的 阶梯 分 布 图 象 。 每 一 阶梯 
上 的 DNA 片段 ， 其 3' 端 终止 碱 基 的 特征 由 标记 在 该 DNA 片段 上 的 特征 荧光 发 色 基 团 发 出 
的 荣光 波长 所 指示 。 

(1) 欧 光 发 色 革 团 的 选择 慰 准 

自动 测序 利用 不 同 荧光 染料 标记 来 检测 片段 ， 对 于 荣光 染料 的 选择 标准 同 在 STR Ë 
节 介 绍 的 情 总 。 

(2) 荣光 基 团 摊 入 的 方式 : 

荧光 基 团 挫 入 的 方式 : 中 将 荧光 素 预 先 标记 在 测序 反应 所 用 引物 的 5' 着 。 相 同 碱 基 排 
列 的 窒 核 苷 酸 片 段 作 为 骨架 被 4 种 荧光 素 标 记 后 ， 便 形成 了 一 组 {4 种 ) 标记 引物 ， 这 种 
方式 被 称 为 引物 标记 《Dye - Primers)。 在 测序 反应 中 ， 与 传统 手工 测序 操作 一 样 ， 模 板 、 
反应 底 物 、DNA 认 合 随 及 引物 等 按 &，C，G、T 编 号 被 置 于 4 支 微量 离心 管 中 。 特 定 荧光 
标记 的 引物 则 与 特定 的 双 脱 氧 核 童 酸 底 物 保 持 对 应 关系 。 以 点 管 为 例 ， 商 品名 为 JOE 的 
引物 (pUC/M13 通用 测序 引物 S'TCTAAAACGACCGGCCACT3') 是 与 ddATP 加 在 一 起 的 。 这 
样 以 ddATP 终止 的 所 有 DNA 片段 5' 端 痢 标 记 了 相同 的 荧光 基 团 (图 8 -5)。 回 将 荣光 素 连 
在 终止 底 物 的 双 脱 氧 单 核 痛 通 上。 在 反应 中 带 荧光 发 色 基 团 的 ddNTP ZF I À DNA Jr E? S 
致 链 延伸 终止 的 同时 ， 使 该 片段 3 喘 又 标 上 一 种 特定 的 荧光 素 。4 种 荧光 素 分 别 与 4 种 
ddNTP 底 物 连接 ， 反 应 结束 时 产生 的 四 组 DNA 片段 分 别 由 特定 ddNTP 所 终止 ， 并 且 标 记 
有 4 种 不 同 的 荧光 发 色 基 团 。 这 种 方式 被 称 为 本 端 标记 【Drye - Terminators) (R 8 - 6), 
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全 栈 .dNTPs 和 ddNTP 四 
minii : O ACCGT 


ul C mam [c] 
CG C [C ] 








六- RCC 
. -E RCCGTRT 





@— : 
` S-a RCCG [T] 
j ==ip- š; 全 -mm RCCGTR 
退火 产物 


图 8-5 莹 光标 记 引 物 已 学 原理 
口 表 示 5' 端 带 不 同 英 光 染 料 的 引物 ， 下 等 表示 终止 底 物 ddNTP 


BE Bs 
METE mu[ ` [2 





dNTPs 
mem ; [CP 
Z 四 > maa jc |[ C D 
EDLP Ez? mm acco 
KI mammaccol T p 
mama accorti c [2 








E ACCGTC ] À Ë 


退火 aih 产物 


图 8-5 莞 光标 记 和 终止 底 物 法 化 学 原理 
[等 表示 带 不 同 荧光 各 料 的 终止 底 物 (ddNTP) 





以 上 两 种 策略 都 确定 了 4 种 将 光 素 与 4 种 双 脱 氧 单 核 音 酸 所 终止 的 DNA 片段 之 间 的 
一 一 对 应 关系 ， 这 是 随后 电泳 中 信号 检测 以 及 最 终 阅 读 序 列 的 基础 。 两 种 摊 入 方式 的 区 别 
EFT: 引物 染料 标记 使 菊 光 发 色 基 团 标记 在 长 短 不 同 的 DNA 片段 的 5' 端 ， 也 就 是 荧光 素 
标记 过 程 与 延伸 反应 终止 分 别 发 生 在 同一 DNA 片段 的 另 一 端 ， 且 标记 发 生 在 引物 与 模板 
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的 退火 过 程 ; 而 末端 染料 标记 法 使 标记 与 终止 过 程 合 二 为 一 ， 采 用 染料 末端 标记 法 ，A， 


C，G，T4 个 测序 反应 可 以 在 同 ~- 个 反应 管 中 完 成 ， 减 少 了 加 样 的 步骤 ， 那 种 由 于 酶 过 早 
从 模板 中 脱落 下 来 引起 的 延伸 假 停止 也 检测 不 到 了 ， 因为 这 些 片 段 没 有 染料 标记 。 采 用 引 
物 染 料 标记 法 ， 则 要 求 &，C，G，T4 个 测序 反应 分 开 进 行 ， 但 这 种 方法 得 到 的 每 个 碱 基 
测序 信号 强度 比 染 料 末 端 标记 法 更 均匀 ， 而 且 一 般 序列 阅读 较 长 。 表 8 - 1 为 两 种 标记 方 
法 太 聚 合 降 的 一 些 比较 。 


正确 性 《24emy 


主要 优点 


注意 点 


每 个 测序 的 反 
应 管 数 


信和 号 的 平 奖 性 


修饰 染料 


标记 位 置 
Gi 


2. 仪器 原理 


表 8-1 各 种 测序 试剂 的 特征 





染料 引物 标记 染料 末端 标 记 染料 引物 标记 染料 未 端 标 记 
INF 循环 测序 测序 酶 测序 酷 
450 W, 98% 450W, 98% 450 ~ 500 W 3E, ss: 450 ~ 500 碱 
98% R, 98% ss: 350 
~ 450 RE, 98% 
fe F. o PAn. RE 信号 非常 平衡 单 管 反应 ,信号 
BP Eb, ABEE W XT R F W. E 
止 ， 背 景 低 ABFE 
偶尔 假 停止 和 技 必须 去 除 过 莉 的 — É fa = H, 双 链 DNA 需要 变 
H, ERENG 终止 物 可 能 需要 更 多 的 FE, dsDNA 只 能 测 
压缩 模板 ， 可 能 有 假 到 350 个 W 3, 
停止 ， 只 能 用 单 ”GC 会 量 高 的 模板 
链 模板 出 现 带 压缩 现象 
4 个 1 个 4 个 1 个 
20 ~ 200ng 20 ~ 200ng 用 磁 珠 纯化 0.3 ~ i0pg 
0.6rg 0.25 ~ 0.50ng 2.0ug 2.0pg 
1.2- 1.5pg 1.0g 不 能 用 5.0ng 
平衡 平衡 性 其 非常 好 平衡 


FAM,JOE, TAMRA, 
ROX ( fluorescein F 
rhodamine ) 

引物 的 5 Hi 
AmpliTaq" 


R110, R6G, TAM- 
RA, ROX ( rhu- 
damine) 

ddNTP 

AmpliTaqt 


FAM,JOE, TAMRA, 
ROX ( fluorescein 和 
rhodamine) 

引物 的 5 


Sequenase” 


FAM, HEX, NAN, 
JOE Auorescein) 


ddNTP 


Sequenase" 


ABI 公司 已 推出 的 两 种 型 号 (GBA 和 377A) 自动 DNA 序列 仪 的 主机 是 一 台 带 有 自动 
检测 系统 的 高 压 电泳 装置 。 在 此 系统 中 ， 不 同 ddNTP 终止 的 DNA 片段 由 于 标记 了 不 同 的 
荧光 爱 色 基 团 ， 它 们 可 以 混合 起 来 加 样 在 同一 样品 孔 中 。 两 极 间 极 高 的 电势 差 推动 着 
DNA 片段 在 凝 胶 中 瀛 动 并 达到 相互 分 离 ， 并 依次 穿 过 设置 在 靠近 胶 板 下 端的 固定 检测 区 
域 。 图 8-7 是 窗口 处 激光 束 光 学 路 线 分 布 以 及 荧光 信号 收集 检测 系统 的 示意 图 。 由 激光 
器 发 出 的 极 细 光 束 ， 通 过 精密 的 光学 系统 被 导向 疾 胶 表 而 的 检测 区 ， 在 这 里 激光 束 以 与 腕 
板 垂直 的 角度 和 穿 过 “窗口 ”的 DNA 片段 相遇 DNA 片段 上 的 鞭 光 发 色 基 团 吸 收 了 激光 
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束 提 供 的 能 量 而 发 出 特征 波长 的 荧光 。 这 种 荣光 六 经 过 聚合 后 传 给 一 个 高 灵敏 度 光 电 管 而 
转化 为 电信 号 ，4 种 不 同 波 长 的 谈 光 由 安放 在 光电 管 前 方 的 旋转 滤 光 片 加 以 区 分 。DNA Fr 
段 电 注 与 检测 是 一 个 动态 过 程 ，DNA 片段 通过 窗口 时 信号 被 自动 记录 ， 继 续 向 胶 板 底部 
泳 动 ， 最 后 进 人 下层 缓冲 液 中 ， 这 就 是 自动 测序 系统 中 广泛 采用 的 真实 时 间 扫 描 技 术 
{real time scanning), 实验 者 所 感 兴趣 的 是 那些 DNA 片段 在 到 达 距 吉 样 孔 25cm 处 的 “ 窗 
门 ”检测 区 时 ， 大 小 仅 相 差 一 个 三 基 的 DNA 片段 间 有 足够 的 分 离 。 一 个 DNA 片段 经 过 
“窗口 ”时 ， 它 的 特征 荧光 波长 和 强度 被 及 时 记录 下 来 ， 随 后 进入 窗口 位 置 的 是 长 一 个 三 
基 的 片段 。 这 航 是 说 ，DNA 序列 的 读 解 是 通过 记录 经 过 窗口 区 域 的 DNA 片段 的 特征 波长 
及 顺序 来 实现 的 ,测序 与 电泳 步骤 同步 完成 。 


























DNA H Ee TAERE 
下 移动 
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图 8-7 3% DNA 分 析 原 理 医 


单 道 电泳 测序 (one lane sequencing) 是 &BI 公 司 自 动 测序 装置 上 的 又 一 改进 。 在 放射 
性 自 显影 测序 工作 中 ， 碱 基 上 顺序 的 确定 需要 实验 人 人员 细心 地 比较 4 条 电泳 道上 显 色 条 加 的 
分 布 。 有 时 因 温 度 梯度 或 凝 胶 不 均匀 使 胶 板 上 不 同 区 域 DNA 片段 泳 动 不 均匀 ， 都 将 给 解 
读 工 作 带 来 很 大 困难 。 来 用 单 道 电 泳 技术 ， 所 有 的 DNA 片段 由 一 条 电泳 道 焦 次 达到 检测 
窗口 ， 恒 消除 了 上 述 因 素 造 成 的 影响 。 即 使 因 边 缘 效 应 等 问题 造成 DNA KMR, EA 
会 影响 信和 号 的 判读 。 

3, 数据 收集 和 分 析 

由 主机 收集 的 荧光 信和 号 在 转化 为 电信 号 后 被 输送 给 计算 机 储存 和 进一步 处 理 。 当 电泳 
-检测 过 程 终止 时 ， 计 算 机 便 建立 了 一 个 称 为 “CEL FILE” 的 总 文件 。 它 实际 上 是 一 个 极 
为 复杂 的 多 维 矩阵 数据 闫 ， 包 含 了 各 荣光 信号 的 波长 特征 及 强度 、 空 间 座 标 等 参量 。 计 算 
机 软件 以 此 为 基础 ， 在 屏幕 上 上 显示 出 凝 胶 板 上 每 个 样品 经 电泳 分 离 后 DNA H RHD 
的 模拟 图 象 ， 在 其 中 用 4 种 颜色 条 带 排列 表现 各 DNA 片段 终止 碱 基 的 种 类 和 排列 次 序 。 

8.6.2 测序 方法 

用 PCR 方法 扩 增 出 测序 模板 ， 纯 化 模板 。 准 备 测序 胺 ， 进 行 测序 反应 ， 最 后 上 机 测 
序 。 其 具体 方法 将 在 线粒体 DNA 测序 章节 中 作 详 细 介 绍 。 
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8.6.3 核 音 酸 顺 序 的 阅读 

自动 测序 连续 采集 的 数据 在 计算 机 中 储存 并 进行 迅速 处 理 ， 结 果 清 晰 准确 ， 分 辨 率 
高 ,分 析 人 员 根 据 显示 的 四 色 图 象 准确 分 辩 出 DNA 片 且 的 碱 基 排 列 顺序 。 根 据 计 算 机 软 
件 中 碱 基 的 代表 符号 ,结合 扫 描 图 ， 进 行 阅读 和 编辑。 大 多 数 软件 采用 国际 生化 联合 私 员 
会 标准 碱 基 符号 【1IUB Standand nucleotide Codes)( 表 8 一 2)。 


囊 8-2 国际 生化 联合 委员 会 标准 碱 基 符 号 





符号 碱 基 GES 
A A l r 
C C Ji B te 
G G É DEM 
T sË U T E Ú RA AR A DE 
R ARG BES 
Y CET KE E 
Š G sk C 强 结合 
w ART 弱 结 合 
K CET AME 
M A sk C # = 3 
B C k G T JE À 
D A sË G pk T 3 C 
H À sk C sÉ T 3 G 
y A B C =É G Æ T. U 
N s X AED kE J: 25 (u 任意 或 未 知 


8.7 化 学 降解 测序 法 


化 学 降解 测序 技术 是 由 Maxam 和 Gilbert 在 1977 年 创立 的 。 其 主体 思想 与 Sanger HE 
止 测序 法 相同 。 两 者 都 产生 以 为 一 个 系列 、G 为 一 个 系列 、C 为 一 个 系列 和 了 为 一 个 系 
烈 的 不 同 长 度 的 DNA 片段 。 区 别 在 于 前 者 的 新 DNA 片 眉 以 会 成 的 方式 产生 ， 而 后 者 的 新 
DNA 片段 不 是 合成 产生 而 是 降解 原 有 的 DNA 链 。 

”以 6G 系列 为 例 阐 明 该 法 的 不 理 。 首 先 将 准备 测序 的 DNA 链 用 同位 素 进 行 来 端 标记 ， 
用 对 G 有 特异 修饰 的 试剂 一 -二 甲 基 硫 进行 碱 基 修饰 ， 在 这 一 步 DNA 链 仍 保持 完整 。 第 
二 步 加 人 第 二 种 化 学 试 痢 咀 辽 ,在 与 G 核 甘酸 修 饰 这 的 ) 相连 接 的 磷酸 基 团 处 将 DNA 
链 切 断 产 生 不 同 长 度 的 片段 。 每 一 个 裂解 产物 都 有 两 个 片段 ， 其 中 一 全 片段 带 有 标记 物 ， 
可 在 放射 自 电影 中 显现 ， 而 另 一 片 仆 由 于 没有 标记 各 将 不 能 被 观察 到 《〈 图 8 - 8)。 以 同样 
的 方式 产生 A、C、 和 了 T 的 系列 片段 ， 比 较 它 们 的 序列 ， 得 到 等 调 片 段 序列 。 化 学 降解 测 
序 技术 目前 较 少 应 用 ， 本章 不 作 详 细 介 绍 。 


8.8 团 相 微型 测序 


面相 微型 测序 是 Syvanen 等 1990 首先 报道 应 用 的 ， 用 来 分 析 ApoE 基因 。 顾名思义 ， 
这 种 测序 方法 结合 一 个 面相 化 过 程 ， 进 行 部 和 分 测序 。 固 相 微 型 测序 法 可 用 于 法 医学 个 体 间 
的 序列 比较 、 医 学 疾病 诊断 、 只 有 单个 或 数 个 碱 基 差 异 的 序列 分 析 或 已 知 狗 态 性 碱 基 位 置 
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大 一端 有 放射 性 标记 的 
| 待 油 DIMA 片 段 


G A+G 
+ C GT AC 5 组 碱 基 特 异性 的 
ooper E T 
(k PY)AGAGAOCAAATOOGCT ..... -一 
残 基 进行 部 分 修饰 


me 


(* PAGAGAOCAAATGOGCT. ..,.. 


t 


me 
{k PYAGAGACCAAATGCGCT...... 


me 
(* PPAGAGACCAAATGCOGCT...... 


me 


asas ayl 的 6 碱 基 脱 落 并 
ERARE BEKA TIB 





(w P)AÀ 

(* PAGA 

(* P )AGAGACCAAA.T 
(* PAGAGACCAAATGC 


| 电泳 分 高 及 放射 自 显 有 


和 人 


图 8-8 ME&A 人 性 学 法 测序 原理 示意 力 


的 分 析 等 。 
男 相 微型 测序 的 原理 如 网 8-93 所 示 。 
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图 8-9 MAREA HAE 


{1) 生物 素 标记 引物 和 非 生 物 素 标 记 的 引物 扩 增 (2) EAR A E A A r E RAR E o 0 TU E E 
(3) 社 闲 并 用 八 变 性 (4) 微型 测序 引物 延伸 反应 (5) 延伸 产物 测定 《6) 结果 解释 





(1) 首先 用 一 条 5' 端 带 生物 素 标记 的 引物 和 男 一 条 不 带 生 物 案 的 引物 扩 增 出 含 多 态 性 
位 置 的 序列 ; (2) 带 生 物 素 的 扩 增 片段 通过 亲 和 素 或 链 亲 和 素 包 埋 的 固 相 支持 物 被 固定 捕 
R (3) 通过 洗涤 除去 多 余 的 PCR 试剂 ， 固 定 的 DNA 模板 通过 碱 处 理 变 成 单 链 得 到 单 链 
测序 模板 ; (4) 单 链 模板 以 多 态 性 碱 基 紧 邻 的 互补 序列 为 引物 进行 微型 测序 反应 一 一 链 延 
f - 终止 一 步 反 应 ; (5) 再 通过 碱 处 理 将 结合 的 带 标 记 的 引物 延伸 链 从 疝 定 模板 中 洗 脱 出 
来 , 滚 办 计数 或 分 光 光 度 法 测定 、 或 酶 化 学 发 光 检 测 、 或 北 胺 电泳 结合 荧光 检测 引物 链 ， 
确定 单 链 DNA 片段 中 的 碱 基 序 列 。 

微型 测序 反应 利用 的 也 是 DNA 聚合 酶 准确 的 链 反应 与 链 终止 ， 由 于 底 物 的 缺乏 或 添 
加 双 脱 氧 核 背 酸 底 物 导致 链 延伸 的 终止 。 不 同 的 蚌 采 用 的 引物 序列 设计 特殊 ， 引 物 的 3 最 
后 一 碱 基 恰 好 是 变异 碱 基 ， 延 伸 反 应 添加 的 第 一 个 碱 基 即 为 多 态 性 碱 基 ， 反 应 底 物 为 一 种 
脱氧 核 苷 酸 或 双 脱 氧 核 背 酸 ， 引 物 退 火 后 ， 在 DNA 率 合 酶 催化 下 加 入 该 种 碱 基 进 行 链 的 
延 作 ， 岂 于 底 物 中 只 有 多 态 性 碱 基 中 的 一 种 碱 基 ， 链 的 延伸 就 会 被 迅速 终止 。 如 果 用 带 标 
记 的 双 脱 氧 核 苷 酸 ， 一 个 碱 基 添 加 后 链 的 延伸 马上 终止 ， 得 到 长 度 为 引物 兵 加 1 PREN 
产物 链 。 早 期 的 同位 素 方 法 使 用 的 基 脱 氧 核 首 酸 ， 后 来 发 展 的 荧光 标记 检测 的 则 使 用 四 色 
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荧光 标记 的 双 脱 氧 核 芭 酸 ，-- 个 样品 只 需要 一 个 测序 反应 就 可 以 迅速 得 到 结果 ， 大 大 提高 
工作 效率 。 击 且 采 用 多 色 荧 光标 记 ， 可 以 复合 检测 多 个 核 背 酸 的 多 态 性 ， 如 线粒体 DNA 
中 12 个 多 态 人 性 核 苷 酸 。 固 相 化 微型 测序 操作 将 在 线粒体 部 分 介绍 。 

固 相 微型 测序 进行 染色 体 DNA 二 等 位 基因 〔 即 单 核 苷 酸 多 态 性 ) 遗传 标记 的 分 析 方 
法 已 成 功 地 应 用 到 法 医学 中 。 通 过 电泳 分 离 四 色 获 光 ， 可 以 同时 检测 12 个 DNA 遗传 标 
记 ， 这 i2 个 遗传 标记 在 芳 兰 大 群 中 个 蛋 识 别 率 为 0.99996， 平均 非 父 排除 率 为 0.90， 一 次 
进行 多 个 分 析 可 以 减少 成 本 、 节 省 人 力 及 时 间 ， 该 法 从 PCR 一 直到 吉 样 电泳 前 均 在 一 个 
反应 管 中 ， 很 适合 自动 化 分 析 。 
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DNA 芯片 的 概念 来 自 于 计算 机 芯片 。 所 请 DNA 芯片 (DNA chip 或 microarray (i RE 
列 )) 是 指 利 用 大 规模 集成 电路 的 手段 控制 固 相 合成 成 和 于 上 万 个 已 知 序列 的 DNA sk PE 42 +F 
酸 探 针 ， 并 把 它们 有 规律 地 排列 在 面积 不 大 的 的 硅 片 、 玻 璃 片 、 聚 丙烯 或 尼龙 膜 等 固 相 支 
持 物 上 ， 人 然后 用 荧光 染料 等 标记 将 要 研究 检测 的 材料 如 DNA. RNA 等 ， 与 世 片 上 的 探 针 
杂交 ， 再 通过 激光 共聚 焦 或 CCD 扫描 仪 对 芯片 DNA 的 荧光 强度 进行 扫描 ， 并 配合 计算 机 
系统 对 每 一 个 探 针 上 的 荣光 信和 号 作出 比较 和 检测 ， 从 而 迅速 得 出 所 需要 的 信息 。DNA 世 
片 ， 它 是 生物 芯片 中 的 一 种 ， 也 是 最 早 开 发 的 生物 芯片 。 世 片 技术 用 于 检测 的 时 间 只 需 
30min， 甚 至 更 少 ， 比 常规 方法 快 几 十 至 几 千 倍 。 基 因 芯 片 主 要 利用 芯片 技术 中 信息 的 集 
约 化 和 平等 处 理 ， 具 有 无 可 比拟 的 高 效 、 快 速 和 多 参量 的 特点 ， 是 传统 生物 技术 如 检测 、 
杂交 、 分 型 和 DNA 测序 的 一 次 重大 创新 和 突破 。DNA 芯片 发 展 至 今 不 过 10 年 左右 ， 但 进 
展 神 速 ， 记 今 已 有 近 百 家 公司 从 事 生物 芯片 相关 工艺 、 设 备 及 检测 手段 和 软件 的 开发 。 


9.1 DNA 芯片 的 分 类 与 制作 


9.1.1 DNA RRRA 

BIE A ak iw E] F HEFIR RRS, E DNA 芯片 分 为 两 类 : 

(1) 窒 核 车 酸 探 针 讲 核 并 酸 原 位 合成 或 合成 后 固定 在 蕊 片上， 根据 杂交 信号 出 现 部 
位 的 骞 核 苷 酸 序列 推测 与 其 互补 的 待 测序 列 。 小 核 苷 酸 世 片 可 用 于 突变 检测 、 表 达 监 控 、 
基因 发 现 和 遗传 制图 等 。 

(2) eDNA 芯片 ”将 ceDNA 固 定 在 玻 片 或 芯片 等 固体 表面 。cDNA 可 来 自 于 感 兴趣 的 
cDNA 克隆 cDNA 文库 或 开 读 框 。cDNA 芯片 可 用 于 大 范围 筛 查 和 基因 表达 的 研究 。 有 时 
也 可 应 用 基因 组 DNA 或 经 基因 组 错 配 扫描 纯化 的 DNA 替代 cDNA 制造 芯片 。 

根据 杂交 机 理 ， 分 为 主动 性 的 电 交 次 局 片 和 被 动 杂交 世 片 ， 前 者 有 如 Nanogen 公司 生 
产 的 芯片 ， 探 针 主 动 富 集 待 测 DNA 分 子 ， 加 快 杂 交 速 度 ， 在 数 分 钟 内 可 以 完成 杂交 过 程 。 
大 多 数 杂 交 世 片 则 为 后 一 种 芯片 ， 利 用 载 玻 片 、 尼 龙 膜 等 载体 的 芯片 。 

9.1.2 DNA 芯片 的 载体 材料 

L. 载体 的 瘟 求 

制作 DNA 芯片 的 载体 要 求 是 : 中 载体 表面 必须 具有 可 以 进行 化 学 反应 的 活性 基 团 ， 
以 便 与 生物 分 子 进 行 偶 联 ; 包 使 单位 载体 上 结合 的 生物 分 子 达到 最 佳 容量 ; 加 载体 应 当 情 
性 、 有 足够 的 稳定 性 ， 包 括 机 械 的 、 物 理 的 和 化 学 稳定 。 情 性 ， 指 的 是 载体 其 它 竹 能 或 特 
异性 吸附 度 不 应 该 干扰 生物 分 子 的 功能 。 稳 定性 ， 是 指 在 进行 分 子 杂 交 或 结 台 时 ， 对 可 能 
遭受 的 一 定 压力 或 酸 、 碱 条 件 而 不 发 生变 化 ; 中 载体 具有 良好 的 生物 兼容 性 。 

2. 载体 材料 

制作 DNA 芯片 的 载体 材料 很 和 多， 大致 可 分 为 4 类 : 无 机 材料 、 天 然 有 机 票 合 物 、 人 工 
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合成 的 有 机 高 分 子 聚 合 物 以 及 各 种 高 分 子 座 合 物 制 成 的 各 种 膜 。 总 体 说 来 ， 虽 有 几 十 种 其 至 
上 百 种 载体 材料 之 多 ,但 目前 只 有 少数 几 种 ， 像 或 璃 片 ， 金属 片 和 各 种 有 机 高 分 子 制作 的 薄 
膜 等 适用 于 制作 DNA 芯片 。 兵 中 玻璃 片 受 到 各 国 研 究 者 的 重视 ， 其 虚 因 : 一 是 来 源 方便 ， 
表面 羟基 可 以 用 NW，N- 二 乙 氧 基 氨 氧 基 二 乙 氧 基 硅烷 作 表 面 处 理 ， 然 后 能 够 偶 联 核酸 ， 也 
可 以 用 殖 基 标记 的 生物 分 子 直 接 和 玻璃 表面 作用 等 。 二 是 大 多 数 生 物 芯片 采用 了 发 光 检 测 的 
方法 ， 不 管 透 射 光 还 是 反射 光 它 均 适 合 。 一 是 可 以 用 光 刻 的 方法 在 玻璃 芯片 上 刻 出 微 流 路 ， 
或 者 它 与 刻 好 微 流 路 的 硅 橡胶 压 紧 联合 使 用 的 微 流 路 ， 通 过 微量 注射 么 在 载体 上 进行 生物 分 
子 的 联接 、DNA 杂交 、 清 洗 和 检测 等 。 表 9 -1 为 几 种 载体 的 性 能 比较 。 









































表 9-1 BHR 
FERN 。 片 基 举 倒 探 针 固定 方式 探 针 密度 显 色 及 检测 方式 
刚性 片 基 。” 玻 片 、 半 导体 硅 片 等 原 位 合成 高 荧光 激光 共 诊 焦 扫 措 、 
也 可 预先 合成 后 点 样 生物 传感器 等 
薄膜 片 基 ”硝酸 纤维 膜 PERS 笑 先 合成 后 点 样 低 化 学 显 色 或 化 学 发 光 


3. 载体 的 活化 

活化 ， 是 指 载体 的 修饰 过 程 ， 即 通过 化 学 反应 用 活化 试剂 在 载体 表面 键 合 上 活性 基 
图 ， 以 便 与 号 基 共 价 结合， 形成 具有 生物 特 虹 性 的 亲 和 载 体 ， 用 来 固定 DNA. 

活化 的 方法 很 多 ， 但 是 到 目前 为 止 还 没有 一 种 活化 方法 是 通用 的 、 适 合 所 有 载体 的 活 
化 和 配 基 的 偶 联 不 同 载体 用 不 同 的 活化 试剂 进行 载体 表面 活化 ， 例 如 表面 为 羧基 的 载 
Ik, 用 EDC 和 NHS 把 表面 变 成 活 泌 栈 ， 然 后 再 同 各 种 不 同 的 生物 分 子 偶 联 。 采 用 类 似 的 
方法 ， 可 以 分 别 把 羟基 、 和 氨基 、 醛 基 、 肝 基 、 葡 基 等 的 载体 表面 活化 成 匠 性 基 团 ， 然 后 再 
进行 不 同 的 键 台 反应 〈 图 9-1)。 
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图 9-1 载体 表面 的 活化 
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9.1.3 DNA 芯片 制备 的 基本 途径 
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BNA 原 位 合成 局 片 
图 9-4 原子 印 童 法 DNA 芯片 
4. 直接 点 样 


直接 点 样 法 是 Shalon 和 Brown 等 人 建立 的 。 将 合成 好 的 探 针 、cDNA 或 基因 组 DNA jË 

过 特定 的 高 速 点 样机 器 (图 9- 5) 直接 点 在 玻 片 等 国体 上 。 优 点 是 实验 样机 很 容易 做 ， 

可 以 在 3.6em? 面积 内 点 上 10 000 个 cDNA。 不 足 点 是 每 个 样品 都 必须 预 先 合成 各 纯 化 好 。 
5. 电子 芯片 

和 这 种 芯片 为 带 有 正 筷 荷 的 硅 芯 片 ， 芯 片 经 热 氧 化 ， 
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制 成 Imm 的 阵列 ， 每 个 阵列 含有 多 个 微 电 极 ， 在 每 个 电极 上 通过 气 化 硅 沉 积 和 人 蚀刻 制备 
样品 字 。 将 连接 过 和 和 素 的 琼脂 糖 窗 盖 在 电极 上， 在 电场 作用 下 生物 索 标 记 的 探 针 即 可 结合 
在 特定 电极 上 。 电 子 忌 片 的 最 大 优点 是 杂交 速度 快 ， 可 在 几 分 钟 内 完成 ， 可 大 大 缩短 分 析 
时 间 。 不 足 点 是 制备 复杂 、 成 本 高 。 

6. SEE A 

它 是 出 美国 的 Packard, Motorola, Argoone 三 家 国家 实验 定 机 构 与 俄罗斯 Engelhardt 分 
子 生 物 学 研究 所 合作 开发 的 一 种 芯片 技术 。 在 一 片 显微镜 载 玻 片上 ， 有 10 000 个 微小 聚 
两 电 酰 有 驼 凝 胶 条 ， 每 个 凝 胶 条 可 用 于 靶 DNA 的 分 析 。 先 把 己 知 化 合 物 加 在 凝 胶 条 上 ， 用 
3cm 长 的 微型 玻璃 毛细 管 将 待 测 样 品 加 到 凝 胶 条 上 。 每 个 毛细 管 能 把 小 到 0.291 的 体积 打 
到 凝 胶 上 。 三 维 芯片 具有 其 它 生 物 世 片 系统 不 具有 的 一 个 优点 : 一 是 凝 胶 条 的 三 维 化 能 加 
进 更 多 的 已 知 物 不 ， 提 高 了 敏感 性 。 二 是 可 以 在 上 必 片 上 同时 进行 扩 增 与 检测 。 一 般 情 况 
下 ， 必 须 在 微量 多 孔 板 上 先进 行 PCR 扩 增 ， 再 把 样品 加 到 芯片 上 ， 困 此 需要 进行 许多 额 
外 操作 。 而 且 三 维 芯 片 所 用 凝 胶体 积 很 小 ,使 PCR 扩 增 体系 的 体积 减 小 1 000 倍 《〈 总 体积 
约 品 级)， 从 而 节约 了 每 个 反应 所 用 的 PCR 酶 〈 约 减少 100 倍 )。 三 是 三 维 构象 形式 存在 
的 基本 材料 以 其 天 然 状 态 在 凝 胶 条 上 进行 林 交 分 析 。 

7. RRG 

流 过 式 芯 片 (flow - thru chip) 是 Gene Logice 开发 的 一 各 芯片， 在 芯片 载体 上 制 成 格 栅 
状 通 道 ， 设 计 及 合成 特定 的 寡 核 苷 酸 探 针 ， 结 全 于 微 通 道内 的 芯片 的 特定 区 域 。 从 待 测 样 
品 中 分 离 DNA 并 对 其 进行 获 光 标记 ， 然 后 ， 该 样品 流 过 芯片 ， 因 定 的 寡 核 苷 酸 探 针 芯 
捕获 与 之 互补 的 DNA， 最 后 用 Gene Logie 的 信号 检测 系统 分 析 结 果 。 流 过 式 芯片 可 用 于 高 
通 量 分 析 已 知 基 因 的 变化 ， 县 有 以 下 三 个 特点 : (1) 敏感 性 高 。 由 于 蹇 核 苷 酸 吸 蛙 表面 的 
增 大 ， 流 过 式 芯片 可 监测 稀有 基因 表达 的 变化 。(2) 速度 快 。 微 通道 加 速 了 杂交 反应， 减 
少 了 每 次 检测 所 需 时 间 。(3) 价格 降低 。 由 于 采用 了 特 蛛 的 共 价 化 党 技术 将 赛 核 苷 梧 吸 只 
于 徽 通 道内 ， 使 每 一 种 流 过 式 芯 片 吕 反复 使 用 客 次 ， 从 而 使 其 成 本 降低 。 
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9.2 DNA 芯片 检验 的 基本 原理 与 程序 


1.DNA 必 片 识别 的 基本 原理 

DNA 芯片 检验 可 以 说 是 国 相 反 相 杂交 ， 是 无 数 个 固 相 杂 交 的 组 合 ， 借 助 于 计算 机 进 
行 分 析 。 待 测 DNA 经 分 离 、 扩 增 及 标记 荧光 物质 后 ， 在 一 定 条 件 下 与 DNA 芯片 上 的 分 子 
按 碱 基 互 补 配对 原理 杂交 结合 ， 将 杂交 上 后 的 芯片 放 进 扫描 仪 扫 描 。 带 有 荧光 标记 的 DNA, 
受 光 东 激发 后 发 出 荧光 ,荧光 的 强 弱 与 DNA - 探 针 杂交 的 程度 有 关 。 通 过 计算 机 处 理 即 
可 给 出 目的 基因 的 结构 或 表达 信息 。 

2.DNA 起 片 的 检验 程序 

主要 包括 : (1) 根据 检验 或 研究 需要 制备 和 选择 DNA 芯片 ; (2) 将 目的 DNA 用 荣光 
标记 ， 制 成 训 DNA; (3) 杂交 : 即将 靶 DNA 加 在 DNA 芯片 上 与 芯片 上 DNA 杂交 ; (4) 2 
光 检 测 : 即 应 用 激光 共聚 焦 或 CCD 扫描 仪 扫描 森 父 结果 ; (5) 计算 机 处 理 阅 读 结 果 。 

厅 交 条 件 的 选择 与 试验 目的 有 关 ， 多 态 性 分 析 或 者 基因 测序 时 ， 每 个 核 苷 酸 或 突变 点 
都 必须 检测 出 来 ,通常 设计 一 套 四 种 寡 聚 核酸 ， 在 靶 序列 上 跨越 每 个 位 点 ， 只 在 中 央 位 点 
碱 基 有 所 不 同 ， 根 据 每 套 探 针 在 某 一 特定 位 点 的 杂交 特异 性 ， 即 可 测定 出 沪 碱 基 的 种 类 。 
如 果 芯 片 仅 用 于 突 恋 检测， 要 鉴别 出 单 碱 基 错 配 ， 和 需要 更 高 的 杂交 特异 性 和 更 短 的 时 间 。 

此 外 ， 杂 交 反 应 还 必须 考虑 杂交 反应 体系 中 盐 浓度 、 探 针 CC 含量 和 所 带电 荷 、 探 针 
与 芯片 之 间 连 接 臂 的 长 度 及 种 类 、 检 测 基 因 的 二 级 结构 的 影响 。 有 资料 显 下 探 针 和 芯片 之 
间 适 当 长 度 的 连接 臂 可 使 杂交 效率 提高 150 倍 ， 连 接 臂 上 任何 正 或 负电 荷 都 将 减少 杂交 效 
率 。 由 于 探 计 和 检测 基因 均 带 负电 荷 ， 因 此 影响 他 们 之 交 的 杂交 结合 ， 为 此 有 人 提出 用 不 
带电 荷 的 肽 核酸 (PNA) 做 探 针 。 虽 然 PNA 的 制备 比较 复杂 ,但 与 DNA 探 针 比较 有 许多 
特点 ， 如 不 需要 盐 离 子 ， 朵 此 可 防止 检测 基因 二 级 结 权 的 形成 及 自身 复 狂 。 由 于 PNA- 
DNA 结合 更 加 稳定 和 特异 ， 内 此 更 有 利于 单 碱 基 销 配 基 内 的 检测 。 


9.3 杂交 芯片 信号 检测 


9.3.1 打 描 仪 的 分 类 

DNA 芯片 与 带 标 记 的 目的 DNA 杂交 后 ， 必 须 用 显 色 或 扫描 测定 信号 。 以 尼龙 膜 为 栽 
体 的 芯片 ， 常 开化 学 显 色 或 发 光 反应 检测 结果 。 对 于 其 他 类 型 的 DNA GE, KARAR 
光标 记 ， 需 要 荧光 扫描 仪 扫描 检测 信号 。 

根据 芯片 扫描 仪 采用 的 光电 耦合 器 件 可 以 将 必 片 扫描 仪 分 为 光电 倍增 管 型 和 CCD 型 。 
根据 激发 光源 的 不 同 还 可 将 芯片 扫描 仪 分 为 激光 型 和 非 激光 型 。DNA 芯片 多 选用 激发 波 
长 较 长 、 斯 托 克 斯 位 移 较 大 的 荧光 染料 标记 ， 以 提高 世 片 测定 的 稳定 性 、 降 低 背景 、 提 高 
灵敏 度 。 激 发 光 的 波长 一 般 为 可 见 光 区 ， 儿 用 绿色 532nm 和 红色 635nm 激光 器 。 

目前 商业 化 芯片 扫描 仪 主要 有 天 大 类 型 : 激光 共聚 焦 芯 片 要 描 仪 和 CCD 芯片 扫描 仪 。 

9.3.2 #£ F 1438 2 IR 8 S RE 

1. ARARE SHAR 

激光 共聚 焦 芯 片 扫描 仪 以 激光 作 激 发 光源 ， 恬 射 的 荧光 强度 高 ， 检 测 灵敏 度 高 。 由 于 
DNA 芯片 分 析 中 ， 革 分子 常 常用 2 种 或 2 种 以 上 的 荧光 染料 标记 ， 芯 片 扫描 仪 多 采用 2 种 
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或 2 种 以 上 不 同 波长 的 激光 器 作 激 发 光源 ， 最 多 达 4 种 ,激发 不 同 荧 光 染 料 标记 的 拔 分 
于 。 常 用 的 激光 器 有 和 握 该 子 激光 器 、 氢 毛 离 于 激光 伦 、 毛 氛 激 光 峰 各 固态 激光 器 。 波 长 可 
以 从 488nm 宇 近 红外 区 。 

芯片 扫描 仪 的 设计 原理 类 似 子 激 光 共 襄 焦 显微镜 ， 其 基本 原理 如 图 9~6。 由 激光 器 
发 射出 来 的 激光 由 透镜 组 先 扩 展 戌 直径 较 粗 的 光 柱 ， 经 激发 帘 带 干涉 滤 光 片 {带宽 通常 为 
几 十 纳米 )， 过 滤 除 去 其 他 波长 的 兆 ， 这 样 可 大 大 降低 检测 的 背景 ， 人 二 由 透镜 组 重新 聚焦 
后 ， 由 二 色 镜 反射 至 物镜 组 ， 二 色 镜 设计 成 这 样 的 功能 :和信 射 激光 可 以 被 反射 ， 发 射 的 蓉 
光 可 以 通过 ,但 不 被 反射 。 物 镜 组 将 激光 聚焦 存 芯 片上， 到 焦 后 的 光斑 一 般 从 几 个 微米 到 
用 十 个 微米 ,标记 有 荧光 染料 的 靶 分 子 存 激光 激发 下 产生 的 荧光 出 物镜 组 捕获 后 变 成 平行 
X., 通过 二 色 镜 ， 由 反 英 镜 (也 可 设计 成 不 时 反射 独 ) 反射 至 发 射 帘 带 干涉 滤 光 片 (带宽 
通常 为 几 十 纳米 ) 以 滤 除 发 射 荧光 以 外 的 光 ， 再 由 透镜 组 聚焦 在 共 率 焦 泡 阐 上 ， 通 过 光 半 
的 光 由 光电 倍增 管 PMT 检测 经 放大 器 放大 ， 放 大 信号 由 AD 转换 器 将 模拟 信和 号 转 搞 成 数 
字 信 号 后 ， 由 计算 机 采集 存 妨 。 提 措 的 结果 由 计算 机 采集 并 以 TIFF (Tagged Image File For- 
mat)) 或 GIF ( CompuServe Graphics Interchange Format) 或 JPEG (Joint Photographic Experts- 
Group Format) 等 图 像 文件 格式 以 16 kit, GOE S S| A AR yu 55 lb ju 0) as P: EI 
像 文件 ， 可 以 由 软件 在 计算 机 中 进行 合并 外 理 。 这 类 芯片 扫描 仪 典 型 代表 为 ScanAmray™ 系 
列 产品 ，3000，4000，5000 型 。 
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图 9-6 激光 共聚 焦 芯 片 扫描 仪 原理 各 


激光 共聚 焦 蕊 片 扫 描 仪 由 干 采 用 激光 作 激 发 光源 ， 光 电 售 增 管 检测 ， 因 此 有 具有 较 高 的 
灵敏 度 ， 可 检测 每 平方 微米 零点 几 个 荧光 分 子 。 激 光 共 率 焦 芯片 扫描 仪 完成 1 次 扫描 一 般 
需要 Smin 左右 。 

采用 激光 作 激 发 光源 的 芯片 扫描 仪 除 了 激光 共 陵 焦 芯 片 扫描 仪 让 ， 还 有 激 兴 激发 的 扫 
Hi, RARA ROLAS 532nm、 635nm 作 激 发 光源 ， 采 用 一 种 Flying Objective 专利 技术 采 
集 荧 区 ， 可 提高 采集 效率 ， 荣 光 用 光电 倍增 管 检 测 。 

2.CCD 芯片 扫描 位 

CCD 芯片 打 描 仪 相 对 于 激光 共 训 焦 芯片 扫 措 仪 来 说 ， 结 攀比 较 简 单 HR yG K 
用 气 灯 或 高 压 乘 灯 ， 单 色 系 统 采用 激发 窄带 干涉 滤 光 片 ， 一 般 有 数 片 ， 由 电机 了 驱动 选择 。 
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CCD 3 CCD 摄像 类 ,镜头 前 按 有 电机 驱动 选择 的 发 射 窑 带 干涉 滤 光 片 。 其 基本 原理 可 参 
见 图 9-7 。DNA 芯片 在 经 激发 宗 带 干涉 滤 光 片 滤 光 后 的 单 色光 激发 下 产 牛 荧光 ， 经 发 射 
这 带 干涉 滤 光 片 由 摄像 镜头 捕获 成 像 在 CCD 1:。 图 像 信号 可 由 CCD 摄像 头 直 接 传送 到 图 
像 卡 ， 图 像 卡 一 般 为 PCI 卡 ， 揪 在 计算 机 的 PCI 搬 槽 中， 图 像 卡 将 信号 转变 成 数字 信和 号 。 
由 计算 机 存 贮 ， 存 崇 的 文件 格式 为 16 位 TIFF、GIF 或 JPEG 等 格式 。CCD 每 次 只 能 读 取 一 
个 激发 波长 下 的 图 像 。 对 于 多 色 帝 光 染 料 标 记 的 蕊 片 ， 自 动 完 成 玩 换 激 发 和 发 射 干涉 滤 光 
K, BRER. HF CCD 芯片 扫描 仪 是 同时 读 取 整个 蕊 片 ， 因 此 不 沽 事 X-T 二 维 移动 
平台 ,扫描 速度 较 激 光 共 紊 焦 芯 片 扫 措 仪 快 ， 一 般 仪 需 0.5 ~ 2min。 














计算 机 cep 
CCD 透镜 
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芯片 = 芯片 
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图 9-7 CCD 芯片 扫描 仪 示意图 
(a) 站 构图 (h) EBE 





CCD 茧 片 拉 描 仪 结构 简单 ， 价 格 也 较 激 光 共 聚焦 芯片 扫描 仪 便 宜 。 
9.4 DNA 芯片 举例 


DNA 必 片 制作 技术 较 多 ， 玻 璃 为 载体 的 芯片 应 用 最 广泛 ， 微 电子 忒 片 技术 应 用 电 杂 
交 ， 可 以 提高 杂交 特性 和 纺 短 杂交 时 间 ， 很 宥 发 展 前 景 。 因此， 本 节 主 要 介绍 这 吧 种 芯片 
制作 技术 。 

9.4.1 玻璃 为 裁 体 的 芯片 技术 

1. 多 不 氨 酸 活化 的 芯片 制作 

(1) 芯片 载体 载 玻 片 的 活化 

载 玻璃 片 先 用 由 10% (w/v) NaOH $l 57% (v/v) 乙醇 组 成 的 碱 液 浸泡 2h 以 上 ， 然 
后 用 双 燕 移 水 冲洗 5 次 ， 载 玻 片 浸泡 在 包 埋 液 (35ml poly- L- AR (Sigma Aldrich, 
0.19%wxv 的 水 溶液 ) 35m PBS 和 280m 的 双 忒 饮水 ) 中 ， 温 和 探 荡 lh， 用 大 量 水 冲洗 包 
埋 的 载 玻 片 ，45 民 真空 干燥 10min， 室 温 密 封 保 存 ， 至 少 放 存 2 周 ， 使 之 疏水 化 ， 得 到 适 
合 制备 芯片 的 表面 。 

(2) DNA 芯片 点 样 

H DNA 用 3xSsc 稀释 ， 点 样 在 处 理 好 的 载 玻 片 上 ， 每 个 点 为 10m， 在 1.35x1.Sem 
上 排列 20x20 或 30x30 个 点 。 点 样 后 ，DNA 阵列 在 带 盖 的 盒子 里 室温 干燥 过 夜 ， 点 样 的 
载 玻 片 重新 水 化 ， 直 至 点 发 党 ,然后 100 乞 快速 干燥 ， 和 紫 外 线 (65Mi) 照射 使 DNA EE 
氨 酸 化 的 表面 交 联 ， 载 玻 片 浸泡 在 1.5% BE SAB BF, 90% 1 - FÆ - 2- pyrolidinone 和 
43mmolL 确 酸 钠 洲 该 中 封闭 未 反应 的 表面 。 然 后 在 无 菌 水 中 者 2min, ARAS 95% Z, BE 
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中 ， 空 气 中 晾 千 ， 室 温 密 封 保存 ， 

(3) 探 针 制备 

在 PCR 反应 中 ,采用 Cy3 标记 的 dNTP (200jpmol/L dCTP, dGTP, dATP, 40pmol/L 
dTTP 和 40pmol/L dUTP - Cy3), $E Cy3 BAS] DNA 片段 中 ， 经 Sephacryl 200 旋转 柱 纯 化 ， 
乙醇 沉淀 ， 可 用 于 杂交 。 

(4) 杂交 检测 

PRERE TF 15nl] 26 3638 rB (6 x SSC，2 x Dehardts, 50% FERE, 0.4% SDS), 
名 各 变性 2min， 与 芯片 杂交 ，DNA 芯片 用 盖 玻 片 盖 住 ，42 和 杂 变 过 夜 。 杂 变 后 , 用 1x 
SSC⁄/0.03% SDS 溶液 室温 洗 载 破片 ， 然 后 用 0.2x SSC 溶液 洗 ， 最 后 用 0.0 x SSC ERRE 
玻 片 ， 旋 转 十 燥 载 片 ， 用 荧光 扫描 仪 扫描 ， 激 发 波长 为 543nm。 

2.PDC 活化 的 芯片 制作 

载 琉 片 浸泡 在 1 名 的 3- ANE (FRA) 硅烷 的 95% PJ BB rH 2min， 然 后 用 丙酮 洗 
10 次 ， 每 次 Smin， 再 在 10% THÈ 45min Jr, M 0.2%1, 4- IFE U FEW NUR (PDC) JS 
液 (0 名 吡啶 /二 甲 基 巾 栈 胺 ) 浸泡 2h， 然 后 用 甲醇 币 丙 酮 洗 ， 活 化 好 的 载 玻 片 保存 于 有 
无 水 CaCl, 的 容器 中 。 

带 氨 基 的 窜 核 圭 酸 经 HPLC 纯化 后 干燥 ， 重 新 溶解 于 100mmol/L Na,C0;,ZNaHC0; 
(pH9.0)， 稀 释 成 2mmoəl/L., Hk 2pl 溶液 点 样 在 PDC 活化 好 的 载 玻 片上 ， 载 玻 片 放 在 37 
全 有 少量 水 的 带 盖 的 盘子 里 1~2h， 然后 用 1%NH09 洗 1 IK, K.N SP Kik K, = 
下 景 干 。 载 玻 片 可 以 用 子 部 DNA 的 杂交 检测 。 

ERRA ELM 1021 AZA (5 x SSPE, 0.5%8DS, 20 ~ SOnmolzL 带 标 记 的 PCR 产物 )， 
在 30f 下 杂交 3h， 然 后 用 20ml (2 x SSPE, 0.1% SDS) 洗 15min， 荧 光 扫 描 杂 交 结 困 ， 根 
握 信 号 出 现 图 与 寡 核 苷 酸 探 针 布 置 情 况 ， 决 定 样品 分 型 。 

9.4.2 徽 电 了 学 茧 片 技 术 

1, 微 电 子 芯片 及 其 杂交 技术 的 原理 

当 位 于 待 检 位 点 下 方 的 微 电 极 导入 一 个 DC ERRA, DNA 捕获 探 针 的 电 定位 及 电 杂 
交友 应 就 可 进行 。 它 将 引起 微 电 子 阵列 上 待 检 微 位 点 处 负电 茶 的 DNA 的 快速 转运 和 浓缩 。 
HAERE MEAE., DNA, PCO 扩 增 产物 ， 多 紊 核 背 酸 ) 直接 与 覆盖 在 微 电 极 上 的 
渗透 层 相 连 时 ， 它 就 可 立即 被 固定 { 共 价 或 非 共 价 )。 接 着 革 DNA 也 以 相似 的 方式 被 转 
运 ， 省 缩 ， 并 索 交 到 已 定位 和 连接 的 核酸 探 针 上 {图 9-9)。 与 被 动 杂交 反应 需要 几 小 时 
相 比 ， 和 在 微 检 测 位 点 处 靶 DNA 的 快速 浓缩 ， 大 大 减少 了 杂交 反应 时 间 ， 它 仅 需 几 秘 钟 。 

然后 再 逆转 电场 电势 ( 负 偏 压 )， 可 快速 除去 未 杂交 的 DNA 分 子 。 一 旦 电场 调整 准 
确 ，DNA 序列 就 从 杂交 的 互补 探 针 上 选择 性 地 除去 。 

此 外 。 其 它 几 个 重要 装置 的 性 能 和 技术 对 促进 微 电 子 芯片 的 主动 杂交 反应 也 起 决定 性 
的 作用 。 首 先 ， 起 关键 作用 的 是 微 电 极 表 面 的 渗透 层 。 在 微 芯 片 类 仪器 上 ， 滩 透 层 为 1 ~ 
2nm 厚 的 谅 脂 糖 层 ， 该 层 旋转 涂 兽 于 芯片 的 表面 。 该 渗透 层 用 来 保护 灵 竹 的 DNA 杂交 反 
应 免 受 杂交 过 程 中 电极 GÉ) 表面 产生 的 电化 学 效应 的 负面 影响 ， 而 且 还 被 用 作 DNA 的 
快速 转运 和 随后 的 杂交 反应 。 已 发 现 组 氮 酸 对 点 杂交 反应 特别 有 效 。 两 性 组 氮 酸 溶液 〔 接 
近 中 性 pH) 电导 率 低 ， 能 稳定 DNA 杂交 反应 ， 并 能 保持 较 好 的 缓冲 能 力 。 处 于 上 典型 两 性 
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9-8 Nanogen 的 电子 芯片 


状态 的 组 氨 酸 溶液 电导 率 低 于 100ps/em， 而 分 子 生物 掌中 常用 的 缓冲 液 的 传导 率 通常 比 
该 值 大 1 000 倍 左 右 ， 如 6x 毛 化 钠 / 柠 檬 酸 钢 。 

2. 微 电 子 芯片 制作 

在 4 英寸 硅 晶 片上 涂 上 一 层 500nm 刘 的 热 氧 化 物 ， 电 极 金 属 化 的 起 离 遮盖 物 (liñ - off 
mash) 由 lem 多 厚 的 铝 光 阻 物 (photo resist, PR) 组 成 。 再 用 e Bš FW 3 Ce- beam) T 
艺 ， 分 别 涂 [ 20nm 厚 的 粘 附 层 和 500nm 厚 的 铂 层 。 铂 由 起 离 过 程 定型 ， 即 将 PR TIR 
剂 中 ， 在 钻 人 蚀刻 后 用 氧 等 离子 体 冲 洗 去 除 铝 ，l 放 -of 后 ， 用 等 离子 体 增强 的 化 学 燕 久 
(PECVD) 法 再 詹 上 一 层 2pum 厚 低 应 力 的 氮 化 硅 ，PR 就 被 用 作 等 离子 蚀刻 模具 以 使 微 电 极 
与 扑 片 区 域 相连 接 。 接 着 ，PR 用 溶剂 除去 ， 再 用 氧 等 离子 体 洗 净 。 然 后 心 片 镀 上 第 三 层 
PR， 并 切 成 小 方块 型 。 最 后 PR 镀层 用 溶剂 除去 ， 芯 片 用 内 酮 、 甲 本 、 异 丙 醇 洗 兆 ， 再 用 
AETH. 

3. PERHE 

(1) 按照 说 明 节 ， 制 备 浓 度 为 25% 8 Nufix ZOER AR: 
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为 了 .2， 宝 级 下 保存 

(3) ARRUA AR H B 65 C. RTR RUE Wšë FL 25 A # E A f PL k E shal 
HMR 2% 、 链 亲 和 素 mg/ml; 

(4) 用 旋转 涂 数 仪 将 5051 565 所 琼脂 糖 涂 于 芯片 表面 (180w min，20s)， 然 后 再 在 室温 
下 将 SOn 65 乞 链 床 他 素 /琼脂 糖 混合 液 涂 于 其 上 (5 000r/min，20s)， 接 着 将 芯片 置 于 37 人 
HE 30min; 

(5) 其 脂 糖 乙 一 醛 基 与 链 亲 和 素 伯 氨基 之 问 的 Schil 三 连接 ; 用 0.2mol/L AHE pi 
0 .3mol L HE BS EHTE pH9.0, “BE E TF FIER 60min; 

(6) 过 虹 散 共用 0.1mol7l (pH 9) KFARA RSA, KHIEN 30min A, Hais 
用 水 漂洗 3 次 ， 每 次 5min， 了 于 405 下 保存 ， 

4. 生物 泰 标记 和 欧 光 标记 守 核 背 酸 的 制备 

合 收 3 本 器 千 物 素 寡 核 苷 酸 和 菊 光 标记 的 条 木 端 带 氨基 (06 A EEk, Clen Research) 
838 45 H BS H F 

5. 捕捉 以 针 的 点 样 

(1) 将 25 个 检测 位 点 的 微 电 子 芯片 置 于 电 控 工作 站 或 STAR 仪器 系统 ; 

(2) 芯片 用 20 凡 的 中 性 组 氨 酸 缓冲 液 (50mmol/L, pH7.4) PË 3 IK; 

(3) fErB TEB 2k 8828 sh HE (5Ommol/L, pH7.4) 中 ， 将 2051 50nmol/L, 生物 素 标记 的 荧 
YG XPE Tre Tu r F; 

(4) 两 个 检测 位 点 导入 200na/pad EE Imin， 四 角 的 控制 电极 为 负 偏 压 ; 

(5) 阵列 用 20p 中 性 组 氮 酸 缓冲 液 (5Ommol/L, pH7.4) 洗 5 次 ; 

(6) 荣光 下 观察 (594nm 激发 波长 ，630nm RANEE) 1，1 和 5， 5 位 点 , EMEA 
东信 号， 而 未 厅 侈 位 点 仍 为 暗色 (没有 荧光 信号 )， 接 着 生物 素 标 记 ! 探 针 以 连续 (每 个 位 
点 定位 不 同 的 探 针 序 列 ) 或 平行 方式 《多 个 位 点 定位 同一 探 针 序列 ) 进行 定位 。 在 中 性 组 
氨 酸 缓冲 液 中 (SOmmol/L, pH7.4), 和 将 20;4 5Onmol¿L 2 — Bh #E P # $ iU! BJ £ 8 # B ys Wk 
坦 入 到 芯片 上 ， 然 后 在 第 一 个 待 检 位 点 处 导入 200nAZpad ERE Imin, MAWI HERA 
人 负 偏 压 。 将 第 一 个 捕获 探 针 定位 到 该 外 。 著 要 定位 到 多 个 检测 位 点 上 ， 电 流 强 度 (nA) 
也 相应 增 大 。 此 后， 芯片 再 用 中 利 组 氨 酸 (5Ommol/L, pH7.4) 洗 5 次 。 

{7) 重复 上 述 过 程 ， 直 至 所 有 要求 的 各 获 探 针 序列 都 被 定位 到 它们 相应 的 待 测 位 点 
最 后 阵 刀 用 组 氨 酸 组 冲 液 (50mmol/L，pH7.4) 洗 5 次 ， 淮 备 杂 交 。 

6. 电子 杂交 

(1) 在 100ul 中 性 组 氨 酸 缓冲 液 中 (50mmol/L, pH7.4) 加 入 1- 2pl PCR 扩 增 产物 ; 
(2) 芯片 用 20pi 中 性 组 氨 酸 缓冲 波 (50mmol/L, pH7.4) H 3 K; 

(3) 将 稀释 后 的 PCR 扩 增 产物 (206) 加 入 到 芯片 上 ; 

(4) 在 待 测 杂交 位 点 导 人 600nAsite EE 2min， 四 角 调 控 电 极为 负 偏 压 
(5) 阵列 再 用 20p Ed AEE (S5Ommol/L, pH7.4) ŠK 5 IK; 

(6) 重复 下 述 过 程 将 其 它 需 定位 的 PCR 产物 定位 到 其 相应 的 待 检 位 点 处 ; 

(7) 阵列 上 再 用 20 岂 中 性 组 氨 酸 组 种 液 (50mmol/ 工 ，pH7.4) 洗 3 次 ， 查 看 芯片 的 荧光 
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图 像 ; 

(8) 阵列 用 201 20moolt 磷酸 钠 、20mmolL Tris api (pH9.5 特异 性 缓冲 液 ) 洗 
10 次 ， 将 最 后 20 岂 留 在 阵列 上 ; 

(9) 电子 严谨 度 通 过 在 吓 配 / 错 配 检测 位 点 处 导入 负 住 压 ， 四 周 调控 电极 导 人 止 偏 频 
来 进行 ， 适 宜 的 电子 严谨 度 电 流 为 400nAvsite 至 ] ,25aAxsite， 脉 种 频率 为 0.1s off/0.1s on, 
循环 150 IK; 

(10) 阵列 冉 用 201 120mmol/], WEM, 20nmol/1. Tris 缓冲 滚 (pH9.5) 洗 3 次， 

(11) 然后 在 蕊 片上 进行 荧光 检测 (94am 激发 波长 ，630nm 发 射流 长 ) 和 图 象 分 析 。 

WU fos P BT DNA 杂交 分 析 与 其 它 世 片 相 出 ， 具 有 以 下 显著 优点 : 

(1) 电子 定位 过 程 能 选择 人 性 地 转运 带电 苟 DNA 分 子 ; 

(2) 具 浓 丹 效 应 的 电子 杂 父 大 天 增加 了 DNA 的 杂交 速率 ; 

(3) 电子 特异 性 控制 提高 了 选 拌 性 并 可 快速 鉴定 出 错 配 的 碱 基 对 。 


9.5 DNA 芯片 的 优 缺 点 


在 DNA 芯片 技术 出 现 以 前 分 本 研 究 单 核 背 酸 的 多 态 性 和 线粒体 序列 多 态 忻 分析 多 采 
用 PCR - SSCP， 手 工 或 自动 测序 方法 ， 而 所 有 这 些 又 都 需要 经 过 电泳 等 坏 节 ， 旨 时， 成 本 
高 ,不 利于 太 规 模 、 低 消耗 和 自动 化 的 要 求 。 

应 用 DNA 芯片 技术 进行 检测 可 以 克 乳 上 述 不 足 。 出 于 成 于 上 万 个 赛 核 革 酸 探 针 有 规 
律 地 排 在 蕊 片上， 能 稚 测 出 无 数 个 序列 核 音 酸 标 记 物 来 构建 每 -条 染色 体 。 分 辩 弯 是 第 一 
代 微 卫星 遗传 标记 物 的 4~$ 倍 ， 并 且 对 所 有 这 些 遗 传 慰 记 物 的 分 析 进 行 一 次 杂交 检测 就 
可 以 完成 ， 这样 可 以 上 百倍 了 地 提高 工作 北上 率 ， 此 外 这 种 方法 本 会 产生 鼻 阳 性 。 可 以 说 
DNA 芯片 技术 是 DNA 多 态 性 分 析 中 的 最 新 和 最 有 发 展 前 途 的 六 法 . 

DNA 芯片 撤 术 方法 结果 准确 ， 特 异性 强 。 单 纯 的 PCR 检测 可 能 会 出 现 假 阳性 结果 ， 
RERA MAR, 通过 基因 坊 片 可 以 排除 假 旧 性 或 非特 民 性 PCR 结 末 ， 从 而 能 更 准确 地 
判断 检测 结果 。 

DNA 芯片 技术 方法 快速 ，- :个 些 片 的 DNA 不 论 多 少 个 序列 ， 只 需 - :次 杂交 ,在 30min 
或 更 短 的 时 间 即 可 完成 。DNA 芯片 技术 可以 加 速 DNA 分 析 的 自动 化 。 未 来 的 法 医学 DNA 
检验 必 将 采用 全 上 自动化, 在 1~2h 内 即 可 完成 分 析 ， 检 验 过 程 中 不 涉及 人 工 操 作 ， 大 大 降 
低 了 错误 的 发 生 。 

但 同时 也 点 注意 到 现 阶段 DNA 芯片 技术 还 存在 一 些 咀 待 解 决 的 问题 。 如 光化学 合成 
将 降低 偶 联 率 ， 光 衍射 、 反 射 和 散射 等 可 引起 赛 核 车 引物 合成 的 错误 等 ， 尚 需 继 续 进 行 研 
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9.6 DNA 芯片 的 应 用 


DNA 芯片 应 用 于 特定 基因 的 检测 、 突 灾 检 测 ,多 态 性 分 析 、 基 因 表 达 谱 、 基 因 诊 断 、 
后 基因 组 研究 、 药 物 设计 与 开发 、 个 体 化 医疗 、 身份 识别 和 法医 学 、 农 业 与 环 席 保 护 。 在 
法 医 DNA 分 析 主 要 用 其 进行 SNP 和 STR 的 分 析 。Lareu 报道 了 用 微 阵 列 技术 分 析 了 38 个 了 
染色 体 SNPs, BEURER ATER, H Affymetrix4]7 microarmy 点 样 ， 在 PCR 反应 过 程 
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HEA Cy3 和 Cy5 营 光 标记 ， 用 microarray Affymetrix 418 扫描 检测 的 芯片 杂交 结果 。 
Reynolds 以 尼龙 膜 为 起 片 载体 ， 分 析 检 淹 了 55 个 SNPs, Nanogen 设计 的 微 电 子 芯片 利用 主 
动 杂交 进行 STR 基因 座 的 多 态 性 分 析 ， 不 但 能 提高 分 析 速 度 ， 测 贞 能 提高 识别 率 及 对 隆 
fE DNA 的 分 析 能 力 。 图 9-9 HLA DRE. 
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图 9-9 HIA DRB 芯片 
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BE A DNA 指纹 和 DNA 纹 印 


10.1 概述 


DNA 指纹 和 DNA 纹 印 属于 限制 性 片段 长 度 多 态 性 标记 ， 利 十 限制 性 内 切 酶 将 人 类 基 
国 组 DNA 切割 成 不 同 长 度 的 限制 性 片段 ， 经 电泳 分 亢 后 ,用 特异 探 针 杂 交 ， 检 测 出 不 同 
片段 长 度 的 等 位 基因 。 图 谱 的 个 体 特异 性 取决 于 所 用 的 限制 性 内 切 酶 和 探 针 选择 。 技 术 的 
核心 是 分 子 芍 交 。 不同 擦 针 的 DNA 图 谱 原 理 相间 ， 恰 浏 方 法 相近 ， 只 是 因 选 内 的 探 针 和 
标记 方法 不 同 而 上 咯 有 差异 。 本 章 在 操作 方法 上 仅 以 辣 根 过 氧化 物 酶 标记 3'HVR 探 针 为 例 
进行 具体 介绍 。 


10.2 DNA 指纹 图 一 多 基因 座 VNTR 











10.2.1 DNA 指纹 一 多 基因 座 探 针 ， 

人 基因 组 DNA 中 一 系列 小 卫星 重复 单位 的 核心 订 列 有 高 度 的 同 涯 性 ， 因 此 ， 小 卫 旦 
序列 可 以 交互 杂交 ， 如 采用 核心 序列 多 取 体 作为 探 计 ， 在 低 强 度 杂 交 繁 件 下 ， 只 要 与 探 针 
序列 同 源 性 达到 能 稳定 杂交 的 所 有 小 卫星 片段 均 可 同时 被 检 出 ， 一 次 可 检 出 多 个 基因 座 ， 
RADIER GFI E RER E E ERE (multi — locus probe), A 33.6. 33.15. 
Myo、MZ13 等 属于 此 类 探 针 ( 表 10 -1)。 用 多 基因 座 探 针 检测 得 到 的 DNA 网 谱 称 为 DNA 
指纹 图 。 








表 10-1 部 分 多 基因 座 探 针 


























探 针 名 称 FR H 平均 片段 数 O Z MERO 
33.15 Hinf I =: Hae [l 15 3.0x 10-0 
33.6 Hinf I Ë Hae 11 3.0 x 10-° 
a- 珠 重 白 -3” -HYR Hinf I 或 Hae [l 20 3.7 x107" 
Myo Hint I 14 4.0 x 107? 
JL02 Hinf I 16 6.60 x 10 5 


10.2.2 DNA 指纹 图 谱 特 征 

多 位 点 DNA 指纹 图 利用 小 卫星 亲 列 其 有 同 源 性 的 特征 ， 在 低 强 上 度 杂 交 条 件 下 ， 使 
DNA 探 针 与 不 同 染 色 体 上 YNTR 基因 座 的 靶 片 段 杂 交 。 因 此 DNA 指纹 图 含有 许多 片段 ， 
在 3~23kb 范围 内 ， 有 10~30 条 片段 ,图谱 朴 其 复 共 及 携带 大 基 的 跟 传 信息 ， 具 有 人 类 
遗传 标记 的 各 种 特征 。 

1. AEREE 

通过 大 量 的 家 系 凋 查 ， 发 现 DNA 指纹 图 中 大 多 数 谱 带 ， 尤 其 让 4kb 以 上 的 大 片段 以 


均等 机 会 由 亲 代 传递 给 子 代 ， 子 代 指 纹 图 谱 的 所 有 谱 带 都 可 在 双亲 的 指纹 图 谱 中 找到 ， 片 
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段 的 传递 符合 按 抽 德尔 遗传 规律 ， 但 子 代 的 谱 带 不 足 简单 的 各 一 半 米 自 父 亲 ， 母 亲 . 来 白 
主 亲 的 谱 带 数 串 能 与 米 自 父亲 的 谱 带 数 不 同 。 玉 发现 任何 - -条 谱 带 昆 特 异地 从 父亲 或 母亲 
传递 给 子女 的 ， 排 内 性 连锁 遗传 的 可 能 性 。 此 外 ，DNA 指纹 图 中 各 谱 带 传递 是 独立 的 ， 
谱 带 间 没 有 连锁 关系 。 只 有 妆 生 殖 细 胞 发 告 突变， 才 有 可 能 导 北 子 代 个 体 DNA 指纹 图 的 
改变 ， 出 现 双 亲 不 存在 的 陌生 溢 带 。 

2. 组 织 癌 一 性 

DNA 指纹 图 无 论 在 体 纲 胞 达 十 在 生 硅 细胞 中 都 是 稳 定 的 ， 同一 个 体 的 不 同 组 织 的 
DNA 指纹 图 都 是 相同 的 ， 无 组 织 间 差异 。 同 一 个 体 的 血液 、 精 麻 、 琅 发 、 肌 肉 、 脑 组 织 、 
AF DNA 指纹 赂 谱 完 全 一 尾 。 离 体 细胞 培养 的 细胞 株 仍 保持 与 供 体 一 致 的 DNA 指纹 
图 。 

但 有 两 种 情况 例外 : 一 种 是 不 同 组 织 之 间 甲 基 化 程度 不 一 样 ， 妆 使 用 对 甲 基 化 敏感 的 
限制 酶 如 Hinf ] 时， 不 能 识别 和 切割 甲 基 化 的 酶 识 曙 点 ， 导 糙 同 一 个 体 不 同 组 织 DNA 指 
纹 图 不 一 仇 。 但 改 用 耐 由 其 化 限制 酶 如 Hae 开 时 ， 这 种 差异 就 会 消失; 再 一 种 就 是 组 织 细 
胞 的 癌变 。 用 于 癌变 细胞 染色 体 丢 失 DNA RRETH, Fa DNA HFE A ak e 
强 ， 或 出 现 额 外 带 ， 使 癌变 组 织 与 正常 组 织 DNA 指纹 图 不 同 。 

3. 高 度 的 个 体 特异 性 

通过 对 DNA 指纹 图 的 统计 计算 表明 ， 平 均 此 配 概率 在 10 -2 以下、 也 就 是 说 在 100 4 
TATR, J) nf iB DNA 指纹 图 谱 完 全 相同 的 个 体 ， 足 以 说 明 DNA 指纹 图 的 高 度 个 体 
特异 性 。 惟一 例外 的 是 同 卵 双生 子 ， 他 们 的 DNA 指纹 图 完全 一 致 。 

4. RF 

PRE., T. GRZE DNA 指纹 图 ， 发 现 子 代 DNA 指纹 图 中 出 现 父 、 母 均 没 有 的 
“了 生 带 "， 这 屁 突 变形 成 的 新 片段 。 早 期 Jeffreys 等 用 探 针 33.6 和 33.15 分 析 一 个 亚洲 印 
第 安 人 臭 实 家 系 4 代 54 个 个 体 时 ， 发 现 平均 得 300 条 子 代 片段 中 出 现 RME 
1419 例 真实 家 系 调查 结果 分 析 ，33.6 探 计 的 突 释 率 为 0.52%; 33.15 探 针 的 突变 率 为 
1.1% (& 10-2). # 1419 个 真实 家 系 子 代 中 ,出 现 1 条 陌生 带 的 有 82 例 (26.9%), H 
B 2 茶 陌 生 带 的 有 了 例 (1.2%), Jeffreys 以 及 Smith 等 人 对 真实 家 系 的 调查 发 现 ， 子 代 
DNA HRE REA 1 条 或 2 条 陌生 带 的 情况 较 常 见 ， 因 此 ， 在 点 用 DNA 指纹 网 进行 亲子 
鉴定 时 ， 遇 公 存 在 二 条 或 2 条 卫生 带 时 仍 不 能 和 否定 亲子 关系 ， 应 参考 其 他 方法 如 PCR、 单 
基因 座 DNA 纹 印 图 的 检验 结果 综合 分 析 。 在 子 代 DNA 指纹 图 出 现 3 条 或 3 条 以 上 陌生 带 
的 案子 中 ， 可 以 排除 亲子 关系 。 

突变 片段 出 现 的 主要 原因 是 细胞 存 减 数 分 名 过程 中 出 现 了 基因 交换 与 重组 。WNTR 基 
因 座 为 高 变 区 ， 多 数 小 卫星 序列 本 身 就 是 基因 组 DNA 内 的 重组 热点 。YNTR 基因 座 的 重组 
与 交换 同样 也 是 等 位 基因 片段 的 主要 原因 ， 罕 释 率 可 高 过 28.1 免 ， 突变 率 过 高 对 个 体 识 
别 影响 较 小 ， 但 对 亲子 鉴定 不 利 。 






























































第 十 章 DNA 指纹 和 DNA SEN 161 





表 10-2 KRAAFT DNA 指纹 图 与 父母 DNA 指纹 图 关系 的 调查 

















33.6 33.15 
父 方 谱 带 平均 数 (< SD) 8.08 + 2.47 7.58 + 2.22 
考 方 谱 带 平均 数 {+ SD) 8.11 +2,47 7.67 + 2.29 
公共 谱 带 平均 数 ( + SD) 2.48 z 1.58 2.22 = 1.57 
陌生 带 数 目 0.098 0.195 
AEE REE 0.0052 0.0113 
(95% PI fA B š Bi > o (OA = 0.0062) (0.0098 ~ 0.0124) 








10.2.3 DNA 指纹 图 匹配 率 的 计算 

多 基因 座 DNA 指纹 图 是 多 基因 座 探 针 在 低 强 度 杂 和 伙 条 件 下 与 多 个 VNTR 基因 座 的 多 

态 片 段 杂 交 丧 成 的 。 存 人 为 地 控制 杂交 条 件 下 同时 检测 多 个 VNTR EAE, VNTR # 2 PE 
片段 与 探 针 序列 会 有 一 定 的 错 配 率 。| 条 片段 ， 串 能 来 自 某 纯 合 子 基因 座 上 相同 长 度 的 基 
因 ， 也 可 能 是 米 白 2 个 或 2 个 以 上 基因 座 的 相同 长 度 基因 。 症 DNA 指纹 图 上 无 法 判定 某 
片段 来 自 哩 一 个 多 态 基 因 座 ; 无 法 确定 各 基因 座 的 基因 型 ， 也 不 能 通过 群体 凋 查 个 定 等 售 
基因 太 基 因 型 频率 。 多 基因 座 DNA 指纹 图 上 数 10 条 谱 带 只 是 小 下 里 探 针 应 检 出 等 位 基因 
的 一 小 部 分 ， 目 前 优 不 能 准确 佑 计 有 多 少 基 内 座 的 多 态 性 片段 被 泣 检 、 儿 基因 座 DNA 指 
纹 图 的 分 析 方法 、 统 计 学 计算 原则 与 一 般 遗 传 标记 系统 明显 不 同 。 
HR DNA 指 终 联 二 分 复杂 ， 但 所 有 片段 均 来 自 YNTR 基因 座 ， 每 每 等 位 上古 因 片段 的 
遗传 应 符合 孟 德 水 遗传 法 则 ， 这 是 多 基因 座 DNA 指纹 图 能 成 为 人 类 遗传 标记 系统 的 先决 
条 件 。 仆 设 指 狼 图 中 的 片段 林 论 大 小 ， 每 一 片段 在 群体 中 平均 频率 : 致 ， 无 关 个 体 间 共有 
一 个 片段 的 概率 一 致 ; 假设 同一 片段 长 度 区 肉 ， 不 同 个 体 间 检 出 的 片段 数 相 问 ， 没 有 差 
异 ， 并 且 不 出 现 因 突变 形成 的 新 片段 ;假设 由 同一 探 针 检 出 的 多 个 VNTR 基因 座 问 无 基因 
连锁 关系 ， 统 计 学 上 具有 独立 性 。 当 上 述 二 个 假设 成 立时 ， 则 可 以 通过 群体 调查 研究 人 群 
中 每 个 片段 的 平均 频率 (q) 和 无 关 个 体 共 有 一 个 片段 的 平均 概率 (<). x 和 值 是 日 前 计算 
指纹 图 偶合 概率 的 重要 基础 数据 。 由 平均 概率 计算 出 两 个 比 对 样品 之 问 的 相关 指数 或 倘 合 
率 确定 他 们 的 关系 。 

在 多 基因 座 DNA 指纹 图 路 ， 每 一 条 带 可 以 认为 是 来 和 月 基 个 具有 -一带 各 和 aa 的 基因 座 。 
设 A 的 频率 为 q9，a 的 频率 由 为 1~ gd。 在 处 于 遗传 平衡 的 群体 ，#A 谱 带 出 现 的 频率 xi a E 
AA 和 Aa 基因 型 频率 之 和 ， 即 = 蛙 +29q9 (1-4) =2q- 和 圭 。 因 为 小 卫星 DNA AEEY, 
每 一 条 带 〈 等 位 基因 ) 频率 很 低 ， 所 以 跨 带 可 忽略 不 计 ， 则 < =2q。 该 式 衣 明了 群体 中 
共有 一 条 带 的 概率 和 X 和 片段 上 基因 频率 之 间 的 数量 关系 。x; 即 一 个 体 的 À 谱 带 在 另 … 个 伍 
中 出 现 的 概率 。 

为 了 计算 方便 ， 一 般 按 分 子 景 标准 如 ADNA- Hind + EeoR 工 划分 成 几 个 区 ， 先 统计 比 
较 每 一 区 威 内 的 总 谱 带 数 N. 和 既 在 À 个 体 又 在 个 体 出 现 的 谱 带 数 日 以 计算 平均 概率 与 
偶合 率 。 例 如 ， 调 查 6 个 个 体 ， 每 个 个 体 最 多 能 检 出 5 个 片段 ， 各 个 体 情 况 如 表 10 -3 所 
示 。 在 6 个 人 中 ,具有 2.3kb 片段 的 有 3 人 {片段 上 共有 概率 为 3A6 =0.50)， 具 有 2.9kb 片 
段 的 有 4 人 (片段 共有 概率 为 476 =0.67)，4.1kb 片段 的 有 2 人 (F Ez k ti 8. 36 O 2⁄6 = 
0.33), 8kb 片段 的 为 5 人 【片段 共有 概率 为 546=0.83)，11.7kb 片 委 有 3 A (FE TIN 
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率 为 376=0.50)， 二 个 人 共有 一 个 片段 的 平均 概率 (X) 为 芽 述 5 个 片段 共有 概率 的 平均 
值 , 即 X= {0.50 +0.674+0.33+0.834+0.50) :5=0.57。 将 此 值 代入 X=2q =0.57 ， 则 
平均 基因 频率 q=0.285。6 个 个 体 总 片段 数 为 17， 每 个 个 体 平均 片段 数 n=17 :6=2.83， 

个 体 平均 片段 数 为 n=2,83 0.98。 根 据 上 述 调 查 结果 ， 该 群体 中 册 无 关 个 体 的 DNA 
指纹 图 完全 一 致 {所 有 片段 均 共 有 ) HEGEN X = 0.572: — 0.20. 


表 10-3 FEAE DNA 指 统 国 的 群 司 片段 调查 实例 











个 体 编 号 l 2 3 4 5 6 片段 共有 概率 
片段 (kh) ü 
233 + + + 0.50 
2.9 + + + + 0.67 
4.1 + + 0.33 
8.2 + + + + + 0.83 
11.7 + + + + 0.50 
总 计 4 2 4 3 2 2 0.57 


10.2.4 几 种 DNA 指纹 围 介绍 

国内 从 1989 年 开始 有 多 基因 座 探 针 DNA 指纹 网 存 法 医学 上 的 应 用 硫 究 报道 ， 如 “ua 
- 珠 蛋 巴 3"HVR”( 李 伯 龄 等 1989) .“MYO0”( 姜 先 华 等 1990)、“ (CaAC)s (GTG);” (W SH 
等 1993). À T £ MASI ERRE “JU - 02” ( 季 安 全 等 1997)、 以 及 “33,15” 和 
“33 .6”({ 唐 晖 等 1998) 等 等 。 所 建立 的 多 基因 座 DNA 探 针 检测 DNA 指纹 图 方法 ， 其 两 个 
无 关 个 体 疝 出 现 同一 条 带 的 平均 相关 机 率 汶 0.2 ~ 0.25， 两 随机 个 体 谱 带 完全 相同 的 机 率 
为 2.0x10-7~2.0x10-5。 

l.a- REE 3'HVR 探 针 指纹 图 

a- 珠 重 白 3'HYR 探 针 最 初 是 由 Higgs 等 人 分 离 得 到 的 ， 它 由 1 个 17 bp 的 随机 重复 单 
THAR, FEEF INA S - GNGGGG [N] ACAG -3's o- REH S3 HVR 探 针 在 高 强度 
杂交 条 件 下 可 和 作为 单 基因 座 探 计 使 用 ， 在 低 强 度 杂 交 条 忻 下 作为 多 基因 座 探 针 使 用 。 

H a- REB -3'HVR EIRA Hint I 对 200 名 无 关 汉 族 个 体 进 行 DNA 多 基因 座 
指纹 图 分 析 ， 平 均 每 个 体 片段 数 16.8 条 ， 同 位 素 *P 标 记 的 探 针 杂 交 所 得 图 谱 的 片段 平均 
概率 0.198 (2 10 -4)，HRP 标记 的 探 针 检测 片段 共有 概率 为 0.21。 由 此 计算 两 汉族 无 关 
个 体 DNA 指纹 图 相同 的 偶合 概率 P=0.19868=-1.5x10-72 (图 10-1)。 

表 10-4 3'HVR/Hinf I DNA 指纹 群体 调查 参数 {( 李 怕 龄 等 ) 

















HH FE E BE(kb) 个 体 片段 均 数 ( + s) 平均 片段 概率 {X) ”平均 基因 频率 (9q) 
a- REASHVR 96-23 13+1.0 0.135 0.068 

6.4 = 9.6 3.1: 1.3 0.173 0.086 

4.4 ~ 6.4 , 6.l+1.5 0.231 0.116 

3.0 -4.4 6.3: 1.5 0.252 0.128 
OT 3.0- 好 16.8+1.3 0.198 0.09 


2. 33.6 探 针 和 33.15 探 针 指纹 图 
33.15 和 33.6 探 针 是 揭示 DNA 指纹 图 的 第 一 批 探 针 ，1985 年 Jeffreys 在 研究 人 肌 红 和 蛋 
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图 10-1 3'HVR 探 针 DNA 指纹 图 


白 基 因 时 发 现 的 。 当 时 他 们 发 现在 第 一 个 内 含 子 中 小 卫星 重复 序列 与 其 他 3 个 已 知 小 卫星 
RARER, a- 珠 人 蛋白 基因 和 C - Ha - ras 基因 在 序列 上 有 一 定 的 同 源 性 。 他 们 便 将 
肌 红 和 蛋白 基因 内 含 子 小 卫星 DNA 重复 单位 头 尾 相连 克隆 至 pUC13 载体 上 ， 再 从 阳性 重组 
子 中 分 离 纯 化 由 23 个 重复 单位 构成 的 插入 片段 ， 以 该 片段 (pAV33.7) 为 探 针 在 低 强 度 杂 
交 条 件 下 办 测 人 类 基因 组 DNA BF, 不同 小 卫星 DNA 便 可 同时 被 检 出 ， 他 们 用 该 探 针 筛 选 
人 类 基因 组 DNA 文库 XML47.1， 从 3x 10; 个 重组 子 中 筛选 出 40 个 阳 件 克隆 ， 随 机 取 8 个 克 
隆 进 行 Southem 印迹 杂交 和 序列 分 析 ， 结 果 表 明 阳 性 克隆 的 重复 单位 间 有 一 -自序 列 是 基本 
相同 的 ，Jeffreys 称 之 为 核心 序列 。 阳 性 克隆 间 重 复 单 位 长 度 呈 俏 数 关系 ， 如 ，)33.5， 
33.15 为 16 bp, 1333.3, 33.6, 33.10, 33.11 2 33bp, 433.1, 33.4 22 64 bp, jk # HH 
pAV33,7 探 针 所 检测 的 小 卫星 DNA 不 仅 依 赖 子 核心 序列 的 存在 ， 同 时 还 依赖 于 重复 单位 
骇 心 序列 与 小 卫星 间 交 互 杂 冯 形成 杂 合 分 子 时 的 相对 关系 。 他 们 所 筛选 出 的 133.15 克隆 
的 插入 片段 ( 探 针 33.15) 是 有 由 16 bp 的 核心 序列 前 后 重复 29 次 所 构成 ， 以 此 为 探 对 在 
低 强 度 杂 交 条 件 下 进行 限制 性 片段 长 度 多 态 性 分 析 ， 所 得 图 谱 比 pAV33.7 探 针 的 图 谱 更 
为 复杂 ， 谱 带 数 更 多 ， 具 有 高 度 的 个 体 特异 性 。 另 外 ， 还 有 33.6 探 针 符合 多 基因 座 探 针 。 

33.6 探 针 核 心 序列 为 (AGGGCTGCGAGG) 1 

3.15 探 针 核心 序列 为 : (AGAGGTGGGCAGGCTCG), 

33.15 探 针 检测 Hinf 1 或 Hae 机 消化 基因 组 DNA 的 产物 。 在 4~ 20 kb 范围 内 平均 能 
检测 到 15 条 带 ，33.6 探 针 平均 能 检测 到 11 条 带 。33.15 探 针 检 测 无 关 个 体 DNA 指纹 图 完 
全 相同 的 相关 机 率 达 3.0 x 10-"，33.6 探 针 检测 无 关 个 体 DNA 指纹 图 完全 相同 的 相关 机 
率 达 3.0x10-”， 两 个 探 针 加 在 一 起 的 相关 机 率 为 5.0x10-”( 表 10-5)。 
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WK 0-5 33.6 和 33.15 探 针 的 群体 调查 参数 【jeltrevs) 








Btt 片段 长 度 (kh) +k EE H E $t H 平均 片段 频率 Etg SF fu AE DM Mi 38: 
(+50) (X) (q) 
33.6 I | 10- 20 | 2.51 1.0 l 0.11 0.06 
6 - 1Ü 3.1 £ I.3 0.18 0.00 
4-6 3.9 z 1.6 0.28 0.14 
33.15 10 ~ 20 2.9+1.0 0.08 0.04 
~ 19 3.l+1.1 0.27 0.14 
4-6 741.2 0.20 0.10 





3.Myo 探 针 指纹 图 

Myo 探 针 是 参照 人 肌 红 企 和 白 基 因 小 卫星 33bp 重复 序列 合成 。 以 33 个 碱 基 为 一 个 重复 
单位 连接 使 之 重复 15 次 ， 长 诬 太 约 为 0.5kb， 然 后 将 此 DNA 片段 克隆 至 pUC19 中 ， 其 结 
构 为 : 





GAC CGA GGT CTA AAG CTG GAG GTG GGC AGG AAG 
CTG GCT CCA GAT TTC GAC CTC CAC CCG TCE TTG 
将 MyozpUC19 质粒 转化 至 太 肠 杆菌 HB101 中 ， 然 后 进行 质粒 的 扩 增 和 提取 。 几 Myo 探 
针 检测 Hint [或 Hae 于 消化 的 基 答 组 DNA 产物 ， 可 获得 与 33.6 和 33.15 探 针 类 似 的 多 基因 座 
DNA 指纹 图 ， 在 2,3 ~23 kb 范围 个 体 片 段 数 平 均 为 14 条 ， 两 个 记 关 个 体 共有 一 条 带 的 平均 
概率 为 0.215， 无 闫 个 体 DNA 指纹 图 完全 相同 的 相关 机 率 为 4.0x10”” CR 10- 6). 


表 10-6 Myo 探 针 群 体 调 查 参 数 (EEES) 








探 针 RERE (kb) TÜ I PSI 平均 片段 频率 平均 等 位 基因 频率 
(*sD) (x) (q) 
Myo 23-96 — —— 15212 OI% 0.074 
9.6=6.6 2,28 + 0.83 0.195 0.0975 
6.6~4.4 2.94+ 1.21 0,226 0.113 
4.4. 2.3 6.83 + 2.04 0.292 0,146 





4. 2 Ë BQ 22 3 IN e PE E (CAC) (GTG); 指纹 图 

人 类 基因 组 DNA 中 散在 分 布 着 一 些 类 似 于 小 卫星 的 简单 重复 DNA, A (GACA) n, 
(AGAT) n, (AATC) n. (CA) n 等 ,在 DNA 多 态 基 因 座 分 类 之 中 被 称 为 微 卫 星 《mi- 
crosatellite) ， 它 与 小 卫星 DNA 形 城 原因 、 分 布 及 多 态 性 特征 上 极为 相似 ， 只 是 重复 单位 简 
单 ， 由 少数 碱 基 对 组 成 。 相 应 检测 这 瞻 VNTR 基因 座 的 探 革 组 成 也 十 分 简单 ， 如 {CAC)s/ 
(GTG); 探 针 ， 比 较 容易 由 人 工 合成 获得 ， 并 称 之 为 赛 核 阁 酸 多 基因 这 探 针 。 

fCaC)s (CTG); 探 针 检测 Hint IDHAA DNA RŽ., Æ 4kb 以 上 平均 有 13 条 谱 
T, 236 Ik BJ ras st mE (图 10 - 2)。 任意 购 无 关 个 体 的 偶合 概率 为 3,8 x 10 " 
(& 10-7). 


第 十 草 DNA 指纹 和 DNA 纹 印 165 





和 
一 == = 
= 7 == e 
Dm s 
“s = 
= ame — s 
E F p 
mm paa — 
zÉ =a 
Bš = 一 
= š © 
z = 
s= s= 
CG 一 — 


B 
三 
£ 


(CAC); (GTG); 探 针 DNA 指纹 图 


表 10-? (CAC) 5/ (CTG) 5 探 计 群 体 调查 参数 (H92) 











探 针 HEKE (kb) 个 体 平 均 片 段 数 目 平均 片段 频率 平均 等 位 基因 频率 
(+ SD) (x) (q) 
(CAC); (GTC) 24 ~ 9.4 I 4.4 + 1.0 0.10 i 0.05 
9.4- 6.5 3.7+ 1.4 0.21 0.11 
6.5~4.0 4.8+1.3 0.30 0.16 
4.0~ 24.0 12.9+1.1 0.20 PST 





5.MZ1.3 探 针 指纹 图 ， 

MZ1.3 多 基因 座 VNTR 探 针 也 是 从 人 基因 组 DNA 中 往 选 的 小 卫星 探 针 。 用 限制 性 内 
切 酶 Sau3A 部 分 消化 人 类 基因 组 DNA， 将 酶 切片 段 插入 到 - EMBL i BIE DNA 重组 构建 
人 基因 文库 。 然 后 用 完整 的 M13mp18 噬菌体 DNA 为 探 针 簿 选 阳 性 克隆 ， 一 共 销 选 出 6 个 
阳性 克隆 。 将 其 中 一 个 阳性 克隆 片段 连接 到 质粒 puCl8 中 ， 组 成 一 个 重组 子 。 将 MZ1.3/ 
PUC18 质粒 转化 至 大 肠 杆 菌 HB101 中 ， 然 后 进行 质粒 的 扩 增 和 提取 ， 最 终 得 到 MZ1.3 Pe 
针 。MZ1.3 探 针 是 一 个 来 源 于 基因 克隆 的 用 Pst I ¿ Bam H 工 水 酶 解 的 1.85 kb 大 小 的 片 
段 ， 合 有 一 个 小 卫星 序列 ， 核 心 序列 为 27hp: GCTCGCCTCGTECTCGCCTCTECCCCEC 共 47 
个 拷贝 。MZ1 .3 SERIE M13 的 15bp 重复 单位 有 53% ~ 73 扣 的 同 源 性 ， 

在 4.3~23 kb 之 间 平 均 有 18 条 带 ， 丙 个 无 关 个 体 间 同 时 出 现 同 一 条 带 的 平均 概率 为 
0.205， 无 闫 个 体 DNA 指纹 图 完全 相同 的 相关 机 率 为 6.0x l0 t, 

6.JL - 02 探 针 

BA H Best LESA (NGG), (GAGGTG);; 用 外 展 型 扩 增 反应 制 成 长 度 更 长 的 
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RH. 

JL- 02 探 针 答 测 的 Hinf ] HÆR DNA 的 指纹 赂 的 大 片段 谱 带 较 客 。 在 4.3 kb 以 
上 的 谱 带 中 ， 每 个 个 体 平均 检 出 16 条 谱 带 ， 任 意 两 个 无 关 个 体 的 偶合 概率 为 6.6x10-53 
{ 表 10 -8)。 


- 


表 10-8 JL- E$ KES 3 【 季 实 全 等 } 





TRH MEKE (kb) 个 体 平均 片段 数目 平均 片段 频率 平均 等 位 基因 频率 
( = SD) (X) EE 
IL-02 23- 9,6 4.12 1.71 0.044 5.022 
9.6- 6.4 5.28 + 1.36 0.166 0.083 
6.4- 4.4 6.84 + 1.34 0.222. 0.111 


10.2.5 DNA 指纹 的 应 用 

DNA 指纹 技术 的 建立 被 迅速 应 用 到 法 医 党 的 个 人 识别 和 亲子 鉴定 中 ， 对 生物 物证 的 
鉴定 起 到 了 巨大 的 推动 作用 。 

1. 个 人 识别 

多 基因 座 DNA 指 敏 图 提供 的 信息 量 大 ， 除 同 山 双生 同胞 外 ， 任 何 两 个 无 关 个 体 的 指 
纹 图 谱 完全 不 同 。 在 同一 自明 影 照片 中 两 份 生物 检 材 相生 比 对 ， 如 果 两 生物 检 材 的 谱 带 数 
目 与 位 置 不 同 ， 则 可 肯定 两 份 检 材 不 属于 同一 个 体 ;， 当 两 份 指纹 图 的 谱 带 位 置 与 数 日 均一 
致 ， 称 之 为 匹配 《matech)， 可 肯定 两 份 检 材 米 和 白 同 一 个 体 。 目 前 应 用 的 数 个 多 基因 座 探 针 
在 3.0~20kb 范围 内 均 可 检测 出 10 ~ 30 条 包 态 片段 ， 群 体 中 片段 共有 概率 均 在 0.25 以 下 。 
图 10-3 为 -- 例 强奸 案 的 多 基因 座 DNA 指纹 图 ，1 号 现场 精 斑 DNA 与 2 号 嫌疑 人 血液 
DNA 经 限制 酶 Hinf I EU., a- 珠 重 白 -3' - HVR 探 针 杂交 ， 自 显影 图 片 中 显示 3kb 以 上 
的 有 13 £, RRA -个 片段 平均 概率 X=0.21 计算 ,两 者 来 源 于 同 --- 个 体 的 侦 合 概率 为 
0.22 ”=2.] x 1071. 偶合 概率 接近 0 ， 表 明 某 无 美的 两 个 体 被 误 认 为 同一 个 体 的 可 能 性 几 
乎 不 存在 ， 可 以 认定 精 斑 为 嫌疑 人 人 所 留 。 

在 检验 实际 案件 检 材 时 应 考虑 到 ， 现 场 物证 检 材 情 次 往往 比较 复杂 ， 可 能 量 少 或 受到 
污染 或 DNA 出 现 降 解 ， 指 纹 图 中 的 谱 带 数 目 可 能 比 新 鲜 的 比 对 样品 少 ， 所 以 不 能 单纯 纤 
谱 带 数 月 不 同 作出 排队 结论， 关键 要 看 两 者 已 出 现 谱 带 数 和 位 置 是 否 完全 对 土 。 例 如 图 
10-3 中 1 号 精 殖 比 2 导 嫌疑 人 【箭头 所 指 ) 的 谱 带 少 。 两 者 仅仅 十 谱 带 数 不 同 ， 谱 带 少 
的 检 材 中 所 有 的 带 均 可 在 谱 常 多 的 检 材 中 找 钙 ， 道 过 计算 侦 合 率 ， 偶合 府 很 小 (< 1077). 
伍 可 以 考 虚 作 出 肯定 结论 。 或 结合 其 他 检验 结果 作出 结论 。 

多 基因 座 DNA 指纹 技术 比较 复杂 ， 必 须 有 严格 的 操作 程序 及 严格 的 质量 保证 体系 。 
生物 检 材 的 个 人 同一 认定 ， 必 须 在 同一 条 件 下 进行 DNA 指纹 检验 ， 其 结果 才 有 可 比 性 。 
指纹 图 谱 带 完全 开刀 的 假 阳 性 结果 不 易 产 生 , 但 由 于 检 材 条 件 和 操作 中 各 种 因素 干扰 ， 有 
可 能 出 现 息 排除 现象 。 假 排除 的 原因 主要 是 来 自生 物 检 材 复杂 因素 的 干扰 ， 检 材 种 燃 多 样 
E, TRIES, HT DNA 指纹 检验 的 难度 ， 不 能 保证 获得 完整 的 DNA 指纹 图 。 

现场 采集 提取 的 检 材 ， 因 含 盐分 较 多 ， 容 场 发 生 阳 极 漂移 ，DNA 多 态 片 段 较 新 鲜血 
液 的 移动 快 。 通 过 检查 每 个 料 品 均 拥 有 的 无 多 态 性 DNA 片段 的 位 置 是 否 一 致 ， 来 确定 起 
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图 10 3 DNA 指 统 分 析 强 奸 案 忻 结果 图 


否 有 阳极 漂移 存储 ， 如 果 这 些 无 多 态 性 DNA 片段 匹配 不 上 ， 整 体 向 前 移动 ， 说 明 有 阳极 
BETE, ASh, DA 量 不 同 ， 也 会 出 现 漂移 现象 。 结 果 分 析 时 ， 必 须 十 分 小 心 。 

基因 突变 、 基 因 组 DNA 的 酶 切 不 完全 、 或 检 材 受 其 他 DNA 的 污染 ， 与 多 基因 座 探 针 
形成 非特 异性 杂交 ，DNA 指纹 图 中 产生 多 余 谱 带 。 产 生 1 ~2 条 谱 带 并 不 影响 个 体 问 一 认 
E, 但 DNA 上 能 切 不 完全 产生 欠 余 带 的 数 日 与 位 置 划 难以 悄 让 ， 因 此 在 电泳 前 应 进行 对 酶 
切 程度 的 检测 。 物 理 、 化 学 或 生物 因素 引起 DNA 分 子 的 损伤 ， 导 致 DNA 的 降解 。 降 解 
DNA 分 子 不 能 作 多 基因 座 DNA 指纹 鉴定 ， 部 分 降解 DNA 检 材 也 会 引起 指纹 图 中 额外 谱 
带 。 

样品 为 几 个 个 体 的 混合 物 时 ，DNA 指纹 图 中 情况 将 更 为 复杂 ， 当 与 某 一 嫌疑 人 的 
DNA 指纹 图 相 比较 时 就 会 发 现 有 几 条 相同 的 带 ， 又 有 儿 条 不同 的 带 。 在 这 种 情况 下 ， 应 
仿 量 收集 现场 各 部 位 精 斑 ， 不 同 部 位 精 斑 分 开 检 验 ， 对 较 大 面积 的 碍 迹 按 精 子 最 的 多 少 分 
取 2~3 个 部 位 分 开 检 验 ， 这 样 就 有 可 能 于 到 某 一 个 人 的 精 斑 或 主要 为 某 一 个 人 的 并 有 少 
EHAR, ET DNA 指纹 的 判定 。 

部 分 检 材 DNA 指纹 图 的 片段 威 少 ， 有 2 人 丫 常见 原因 ; -是 基因 组 DNA 部 分 甲 基 化 ， 
可 换 用 Hael RARE; ZE DNA 用 量 少 ， 可 增加 检 材 DNA 量 加 以 克服 。 

2. 亲 权 鉴定 l 

DNA 指纹 图 的 谱 带 遵循 睾 德 尔 遗 传 定律 传递 给 子 代 。 子 代 指 纹 图 中 所 有 谱 带 均 应 出 
现在 父亲 或 母亲 的 指纹 图 中 。 比 较 同 一 自 显影 片 的 孩子 .假定 父母 的 指纹 图 谱 ， 分 析 一 者 
间 的 关系 。 如 图 10~ 4 所 示 ， 先 在 孩子 指纹 图 中 找 出 与 母亲 共有 的 谱 带 ， 剩 下 的 谱 带 均 为 
非 母亲 带 【 设 有 np 条 )， 如果 没 有 突变 带 出 现 ， 所 有 n 条 非 母 亲 带 均 应 在 生父 指纹 图 中 找 
a, SETH n 条 非 母亲 带 中 至 少 有 3 条 以 上 不 能 在 假定 父 中 找到 ， 则 排除 假定 父 与 孩子 
的 亲子 关系 ; 如 果 孩 子 的 谱 带 均 能 在 恨 设 父母 中 找到 ， 或 只 有 1 ~ 2 条 不 能 在 假定 父母 指 
纹 图 中 找到 ， 根 据 谍 关 个 体 共 有 1 和 茶 带 概率 ， 计 算 他 们 的 由 关机 率 。 例 如 ， 子 的 非 母 带 右 
m (n-2<m=n) 在 假定 父 中 找到 ， 计 算 他 们 的 相关 机 率 X" (X 为 无 关 个 体 共 有 1 条 
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谱 带 的 几率 )， 认 证 是 自 有 父子 关系 。 图 10-4 为 一 亲子 鉴定 的 指纹 向 。 
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图 I0-4 SEAE DN 指纹 图 在 亲子 鉴定 中 分 析 模 式 图 
A; 认定 亲子 美 系 例子 ; B: BERTA AHT, 1: 日 昌 影 照片 原 图 ; 2: ITIER E hii iB k U GAN 
的 带 ; 3: 懈 定 剩余 的 带 是 否 来 白 于 假定 的 父亲 ? 











DNA 指纹 图 的 高 突变 率 也 是 一 个 特点 ， 亲 子 监 定时 发 现 有 1~2 条 陌生 带 出 现 ， 下 结 
沦 应 慎重 ， 要 结合 其 他 探 针 . DNA 纹 印 图 或 PCR 方法 等 检验 作出 结论 。 

10.2.6 DNA 指纹 的 局 限 性 与 潜在 的 问题 

多 基因 座 DNA 指纹 图 一 次 检测 获得 最 多 遗 传 信息 ， 其 高 度 个体 特 异性 是 其 他 任何 址 
传 标 记 系统 无 法 比拟 的 ， 但 在 法 医学 应 用 中 ， 也 有 其 局 限 性 ， 存 在 潜在 问题 。 

1. RYPER, BHARA: 一 次 检测 多 基因 座 DNA 指纹 图 革 少 需要 0.5 ~ 1.0pg DNA, 
相当 于 50u IL CGR). Sd 精液 、0.5 ~1.0vg 组 织 或 15 REE, ERIR R H E L 
ERRI. 

2. 对 基因 组 DNA 的 质量 要 求 高 : 提取 的 检 材 DNA 分 子 至 少 在 20kb 以 上 ， 腐 败 检 材 
或 降解 DNA 无 法 进行 多 基因 座 DNA 指纹 图 检验 ; 并 且 检 材 DNA 中 不 能 含有 卸 制 限制 性 内 
切 酶 活性 的 抑制 剂 。 如 果 样 品 DNA 中 含有 色素 等 杂质 ， 必 须 先进 行 DNA 纯化 ,否则 抑制 
内 切 酶 的 消化 作用 ， 得 不 到 DNA 指纹 图 。 

3, 多 基因 座 DNA 探 针 没有 种 属 特异 性 : 实验 证 明 ， 探 针 33.15 各 33.6 不 仅 与 人 DNA 
有 同 源 性 ， 而且 对 狗 、 猫 、 鸡 、 乌 甚至 鱼 类 的 DNA HARRIE, TEER. HHE, a 
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-REG -3 ~ HVR RSE, i, JJ. W. Ai. fm DNA GAMIE; MZ1.3 探 针 是 
MRE DNA Mith 69. 17A a E MRA DNA 均 有 相当 此 的 同 源 忻 。 常 用 的 多 
基因 库 深 针 均 能 杂交 检测 出 动物 DNA， 当 物证 检 材 中 污染 有 动物 DNA BP, PJ HH PD E $š B9 
额外 带 ， 关 重 和 干扰 对 物 让 检 材 的 检验 ， 导 至 错误 的 结论 。 

4. 高 突变 率 : 在 喜 实 家 系 的 子 代 存在 1-~2 条 卫生 带 【 突 变 带 }， 陌 生 带 的 出 现 可 能 
导致 假 排 除 。 国 此 出 现 了 唔 生 带 时 ， 判 断 结果 要 慎重 ， 必 区 时 应 同时 检测 2 个 多 基因 座 DNA 
指纹 图 或 进行 其 他 系统 的 检 稚 ,避免 误 刊 。 

5, PRERE, 实验 环节 多 ， 实 验 周期 较 长 (5 ~7 了 天)。 

6. 存在 统计 学 问题 ， 指 纹 图 谱 带 数 人 多， 而 日 旦 连续 分 布 ， 测 出 的 众 玫 等 位 基因 没有 
明确 的 基 国 定位 ,个体 辣 一 性 概 党、 亲子 关系 概率 太 群 休 数 据 的 统计 学 计算 方法 的 理论 尚 
待 完善 。 

7. 电泳 涂 胶 的 变形 和 谱 带 的 漂移 等 将 不 可 避免 带 米 误 益 ， 因 此 不 是 同一 块 凝 胶 的 分 
析 结 果 不 能 比 对 。 这 也 就 造成 在 以 往 检验 过 的 案件 中 ， 如 果 赚 感人 被 排除 ， 在 以 后 重新 
到 嫌疑 人 ， 一 且 战 有 检 材 已 用 完 将 不 能 再 进行 比 对 检验 。 

8. 不 能 解决 来 自 2 个 以 上 个 体 混 人 台 检 材 的 个 体 识别 问题 ， 


10.3 DNA 纹 印 图 一 单 基 因 座 v NTR 


10.3.1 单 基因 座 探 针 

1. 探 针 特点 

单 基因 座 探 针 (single locus probe) 指 在 高 强度 条 件 下 ， 只 检测 出 单个 基因 座 多 态 片 段 
的 探 针 ， 央 此 又 称 为 基因 座 特 异性 探 针 (locus specifie probe)， 习 司 称 单位 点 探 针 。 人 一个 
因 座 探 针 检测 得 到 的 图 谱 称 为 DNA 纹 印 图 。 单 基因 座 探 针 检 出 的 多 态 性 片段 在 杂 合 
体 中 可 检 出 2 条 带 ， 即 该 基因 座 的 2 个 片段 长 度 等 位 基因 ， 纯 合子 为 -条 带 。 

单 基因 巡 探 针 多 从 基因 组 DNA 中 科 选 ， 属 小 卫 旺 探 针 。 筛 选 评 佑 探 针 指标 除 高 特异 性 
要求 外 ， 还 包括 : 探 针 所 检测 基因 座 的 染色 体位 置 ， 多 态 片段 的 长 度 范 围 ， 等 位 基因 数 及 在 
群体 中 频率 分 布 ， 基因 座 架 合 度 、 突 变 率 及 探 针 的 交 义 反应 等 、 表 10 - 9 FUM TREA MAEA 
座 探 针 所 检测 的 基因 座 ， 使 用 的 限制 性 内 切 酶 ， 杂 合 度 和 片段 长 谍 范 围 等 供 选用 参考 


£ 0-9 部 分 单 基因 座 探 针 
























































探 针 和 名称 基因 座 限制 酶 条 合 片段 长 度 (kb) 
3'HYR D16885 Pa — — 09 | 0.5-6.0 
Hae Il 0.90 0.5~6.0 
Pyu II 0.93 0.5~6.0 
g3 D7522 Hinf [ 0.98 1.5- 22.0 
145 D5s61 Msp I 0.76 2.8~7.4 
1892 D3817 Taq I 0.71 2~22.0 


MSI D157 Hiaf | 0.90 3.5~ 16.0 
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Pe k 
 MSA3 D12511 Hdl 0.97 3.5~13.0 
MS3] D7521 Hinf 上 0.98 3.5 ~ 13.0 
pAC601 Dl4SI Pst 上 0.95 3- 19.0 
pAC601 DXYSI4 Pst 上 0.98 1- 10.0 
pAC256 D17879 Pst | 0.85 2.5- 6.0 
pAC229 Dl14S13 Pst I 0.95 2- 18.0 
pAC404 DI8S27 Pst 1 0.95 2- 8.0 
pCMM101 D14513 Hae I 0.95 1.0~3.5 
pCMM86 D17874 Hae M 0.98 - 
pL336 D1S47 Pst Í 0.90 2- 12.0 
Psa I 0.88 4- 12.0 
pL427 -4 D215112 Fst I 0.94 1.4~ 3.4 
Alu I 0.94 0.5~ 2.5 
pL355 -8 D20815 Pst Í 0.66 6~ 8.0 
Hae M 0.66 0.8-2.3 
pL365 -i D115129 Pst Í 0.66 1.5~3.0 
Haell] 0.66 0.8- 2.6 
Alu I 0.66 0.5~2.5 
pL1S9 ~ 1 D18S17 Pst | 0.74 $~7.0 
pS194 D75107 Psi I 0.85 5.21 ~ 12,42 
Tag Í 0.80 7.9~ 14.0 
pYNH24 D2544 Hae lll 0.97 0.6~5.0 
SH103 D2S44 Pst I 0.90 6.5~ 17.0 





10.3.2 DNA 统 印 图 谱 的 基本 特征 

L. 高 多 态 性 与 组 织 同一 性 

对 于 VNTR 基因 座 ， 理 论 上 上 相差 1 个 重复 单位 就 构成 1 个 片段 长 度 等 位 基因 ， 因 此 
VNTR 基因 座 上 的 等 位 基因 数 之 多 、 杂 合 度 之 高 是 任何 常规 血型 系统 无 法 比拟 的 。 一 个 高 
度 多 态 性 YNTR 基因 座 上 的 等 位 基因 少 则 十 儿 个 ， 多 达 数 百 个 ， 记 其 是 高 变 区 内 的 基因 
座 ， 都 芋 高 度 杂 合 状 态 ， 有 的 杂 合 度 几 乎 接近 I00%。 例 如 D16585 基因 座 的 重复 单位 为 
17bp， 选 用 探 针 和 限制 性 内 切 酶 Pst 工 检 出 多 态 性 片段 范围 为 0.5 ~ 6kb， 该 基因 座 埋 沦 等 
位 基因 数 为 (6 000:17) =353 个 。 又 如 D1S7 基因 座 重 复 单 位 长 9bp， 片 段 长 度 范围 1 ~ 
20kb， 按 9bp 的 增 医 确定 等 位 基因 ，D157 基因 座 的 等 位 基因 数 将 有 2 000 多 个 。 假设 每 个 
等 位 攻 央 频 窑 相等 {1/2 000)， 则 该 基因 产 杂 合 度 等 于 1 -2 0007 (2 000 x 1999) = 
0.9996。 理 论 基因 型 数 为 Co + 2 000 = 2 001 000, &8B = ; 200 万 人 中 才 有 一 人 拥有 相同 
的 基 内 型 。 表 10 - 10 为 根据 中 国 北方 汉族 群体 在 D2S44、DIi7S70、D14S13、D14S1.、 
DXYS14 和 D18S27 6 个 基因 座 的 基因 频率 分 布 和 计算 的 6 个 单 基因 座 纹 印 图 的 个 人 识别 机 
让 和 非 父 排除 率 。6 个 基因 着 的 累积 个 体 识 别 机 率 和 累积 非 父 排除 率 几 乎 达到 了 100%. 











第 十 章 DNA 指纹 和 DNA ZED 171 


单 基因 座 DNA 纹 印 图 是 法 医学 个 人 识别 、 亲子 鉴定 的 有 力 工具 。 
与 多 基因 座 DNA 指纹 一 样 ， 各 种 组 织 具有 同一 性 ， 可 以 根据 不 同 组 织 进 行 个 使 同一 











表 10-10 汉族 群体 单 基因 座 纹 印 图 DP 和 产值 【 刘 明 俊 )} 





探 针 基因 座 H Pr DP 
pAC255 D2544 0.75 0.8407 09880 
pAC256 D17579 0.76 0.7691 0.9766 
pAC299 D14513 0.92 0.9792 0.9996 
pAC061 D1451 0.89 0.9049 0.9951 
pAC225 DXYS14 0.9400 0.9973 
pAC404 D18527 0.76 0.8177 0.9838 


2. 二 德尔 遗传 规律 
家 系 调查 证 明 ， 单 基因 座 DNA 纹 印 图 中 片段 的 传递 遵循 孟 德 尔 遗 传 规律 ， 子 代 的 > 
条 带 1 条 来 自 于 母亲 ， 男 1 条 来 自 于 父亲 。 图 10 -5 是 以 PLMJ14 探 针对 一 个 家 系 的 分 析 


情况 。 
= 站 
-一 18.8 
E o] dhao < < 5.65 
- asos 
< 4.2 
J ub Qu I s 
_ qapa m 1.53 
= 2.99 
— pp "a 
„n ibu —_ m wm a = 1.90 
— u 1.58 
M š U at pa 4s Af 4k tre £ 4. aco bi 9: opg M 
Æ 10-5 PLMJ14 探 针 对 一 家 系 RFLP: 分 析 结 果 
3. 较 高 的 突变 率 


减 数 分 裂 中 出 现 了 不 等 交换 和 和 重组， 使 等 位 基因 的 重复 单位 数目 增加 或 减少 ， 形 成 新 
的 等 位 基因 ， 在 家 系 分 析 时 孩子 DNA 图 谱 中 出 现 不 能 在 生父 和 各 生母 找到 的 谱 带 ， 即 陌生 
F. BATEE YNTR 基因 座 的 特点 之 一 ( 表 10 - 11)。DNA 纹 印 图 能 直观 地 揭示 某 一 基 
因 座 的 突变 情况 ,新 的 突变 对 个 体 的 同一 认定 不 会 有 太太 的 影响 ,但 在 亲 权 鉴定 中 新 出 现 
的 突变 片段 可 能 会 导致 排除 生父 的 错误 。 要 求 单 基因 座 DNA 纹 印 的 突变 率 不 得 大 于 
0.2%。 对 于 个 别 突变 率 较 高 的 探 和 针 ， 如 D1S7 突变 率 大 于 0.0380， 不 适合 于 亲 权 鉴定 。 
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表 10-11 单 基因 座 DNA 纹 印 国 的 突变 率 【和 白人 人 群体) 





基因 座 探 针 RFR 
”Di451 pAC061 0- 0.0004 ú 
D2S44 pAC255 0 ~ 0.0005 
HRAS Ha ~ ras 0 ~ 0.0003 
D17S79 pAC256 0 ~ 0.0005 
DXYS14 pAC225 0.0010 ~ 0.0030 
D5S43 MS8 0 ~ 0.0030 
D12811 MS43 0~ 0.0030 
D7S22 g 0.0006 ~ 0.0090 
D7821 MS31 0.0030 ~ 0.0150 
DIS? MSL 0.0380 ~ 0.0750 
4. 种 属 特异 性 


单 基因 座 探 针 均 经 过 严格 的 第 选 ， 在 高 强度 杂 灾 条 件 下 ， 它 不 仅 具 有 基因 座 特异 性 ， 
而 旦 也 其 有 高 度 的 种 属 特 异性 ， 与 其 他 种 属 来 源 DNA {包括 细菌 DNA) 不 杂交 ， 因 此 即 
使 混 有 其 他 动物 DNA 的 污染 检 材 ， 其 DNA 纹 印 网 谱 亦 不 爱 干 扰 。 

10.3.3 DNA Z F| B] 80 2: E] 38 3 

1.DNA 纹 印 等 位 基因 特点 

DNA 纹 印 的 等 位 基因 数 和 多 ， 一 个 基因 座 上 的 等 位 基因 数 可 达 数 十 个 ， 甚 至 数 百 个 ， 
片段 大 小 跨度 大 。 为 了 顾全 大 小 片段 分 离 效 果 ， 常 用 0.6 锡 ~ 1.5% RRR E: yar 88 HJ Pr 
段 ， 无 法 分 辨 所 有 仅 差 一 个 重复 单位 的 两 个 DNA 片段 ,分辨 率 有 限 。 琼 蕴 糖 凝 胶 加 样 孔 
的 宽度 一 般 为 tmm， 图 谱 中 DNA 谱 带 宽度 一 般 在 lmm 以 上 ， 肉 眼 观察 DNA RR, HEE 
HE 1mm 才能 明确 判定 为 两 个 基因 ， 在 低 分 子 基 区 段 这 Imm 相当 于 50bp 差异 ， 在 高 分 子 
基 区 段 则 相当 于 200bp。 若 两 个 等 位 基因 片段 长 度 差 距 小 于 此 分 辨 率 时 ， 纹 印 图 上 只 能 观 
察 到 一 条 片段 。 因 此 在 常规 的 琼脂 粮 凝 胶 上 不 可 能 分 辨 出 多 达 数 十 个 或 数 百 个 的 等 位 直 因 
片段 。 形 成 连续 基因 频率 分 布 的 另 一 原因 是 片段 长 度 测量 误差 。 根 据 间 一 凝 胺 中 的 标准 分 
子 量 标 记 片 段 的 迁移 率 来 计算 待 浏 片段 长 度 ， 迁 移 卡 高 测量 不 可 避免 地 会 出 现 误差 。 所 以 
FEAE DNA 纹 印 的 群体 调查 林 能 完全 准确 地 确定 等 位 基因 以 及 基因 频率 分 布 。 所 测 得 
的 等 位 基因 数 是 一 个 连续 随机 变量 ,基因 频率 分 布 也 是 一 个 变量 。 基 央 频 率 分 布 呈 连 续 随 
机 变量 特征 。 

2.DNA 纹 印 图 等 位 基因 频率 的 计算 方法 

鉴于 单 基因 座 DNA 纹 印 等 位 基因 数 是 一 个 连续 的 随机 变量 ， 基 固 频 府 分 布 也 是 一 个 连 
续 变 量 ， 为 了 将 连续 变量 基因 频率 处 理 成 不 连续 基因 频率 分 布 ， 目 前 应 用 较为 广泛 的 是 “ 闭 
箱 ”(binning) 合并 的 方法 。 即 将 一 系列 等 位 基因 片段 按 从 大 到 小 的 顺序 分 成 若干 组 ， 以 不 
连续 的 分 组 方式 将 连续 值 处 理 成 不 连续 的 数据 群 。 其 原则 是 将 相 邻 的 多 态 片 段 合并 为 一 组 ， 
当 作 一 个 等 位 基因 看 待 ， 计 算 合 并 后 的 组 的 频率 ， 获 得 等 位 基因 频率 。 目 前 装 箱 分 组 大 致 有 
固定 箱 (Fixed - bin) 和 滑动 箱 (floating bins) 两 种 分 析 法 。 经 装 箱 处 理 的 单 基因 座 探 针 识别 
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等 位 基因 频率 又 称 “ 箱 频率 ”(bin frequeney) H “HEHE” (fixed bin frequency), 

(1) 国定 箱 (Fixed - bin) 分 析 法 

国定 箱 分 析 是 一 种 合并 处 理 办 法 ， 根 据 分 于 量 标 准 物 片 段 大 小 人 为 地 将 DNA 图 谱 划 
分 成 若干 个 区 域 ， 每 个 区 域 称 为 一 个 “ 箱 ”， 转 化 成 一 系列 不 连续 数据 。 如 Lifecodes 公司 
提供 的 一 套 标记 系统 是 由 限制 酶 消化 后 的 *、w 和 T, 病毒 基因 组 DNA 片段 组 成 ， 共 有 30 
个 片段 ， 长 度 分 别 为 (单位 bp): 12830, 11369, 10094, 8453, 7242, 6369, 5686, 5220, 
4822, 4324, 3980, 3675, 3330, 3034, 2863, 2693, 2523, 2352, 2089, 1925, 1789, 
1638, 1508, 1353, 1197, 1078, 964, 872, 773, 640, 30 t FEBRA H 31 tA (K 10- 
12)， 每 个 箱 的 大 小 范 国 也 就 精确 地 固定 下 来 。 


$ 10-12 D2S44 基因 座 装 箱 频率 数据 (黑人 群体) 











箱 号 bp 范围 等 位 基因 数 59% nfa FIR 点 计算 什 sonf ER 
1 0 ~ 639 Q .000 .000 .000 
2 640 ~ 772 0 .000 -000 -000 
3 773 ~ 871 4 .002 .000 .000 
4 872 ~ 963 10 .008 .019 .028 
5 964 ~ 1077 12 .O11 .023 .045 
6 1078 ~ 1196 10 .000 .019 05 
7 1197 ~ 1353 30 .035 .058 .045 
8 1353 ~ 1507 27 .031 .052 .094 
9 1508 ~ 1637 32 .038 .062 .087 
19 1638 ~ 1688 35 .043 .068 .099 
1 1789 ~ 1924 27 .031 .052 .106 
12 1925 ~ 2088 36 .044 .070 .087 
13 2089 ~ 2351 63 .087 .122 ,108 
14 2352 ~ 2522 17 .017 .033 .168 
15 2523 ~ 2692 26 .029 .050 ,063 
16 2693 ~ 2862 23 .025 .045 ,085 
17 2863 ~ 3033 26 I .029 .050 .078 
18 3034 - 3329 27 .031 .052 .085 
19 3330 ~ 3674 4⁄4 .057 .O85 .087 
20 3675 ~ 3979 ll .009 .021 ,126 
21 3980 ~ 4323 22 .024 .043 .048 
22 4324 ~ 4821 10 .008 .019 .075 
23 4822 ~ 5219 5 .003 .A10 045 
24 5220 ~ 5685 4 .002 .008 031 
25 5686 ~ 6368 3 .001 .006 028 
26 6369 ~ 7241 6 .004 .012 025 
27 7242 ~ 8452 5 .008 DD 034 
28 8453 ~ 10093 0 .000 .008 .031 
29 10094 ~ 11368 1 .000 002 .000 
30 11369 ~ 12829 0 .000 .000 .019 
31 12830 ~ 0 .000 .000 .000 
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箱 值 范 半 确定 后 ， 凡 片段 长 度 落 在 同一 箱 内 的 基因 ， 均 人 台 并 为 一 个 等 位 基因 。 合 并 癌 
一 箱 内 等 位 基因 数 则 吓 计 算 该 箱 出 现 的 半 率 。 几 岗 定 箱 法 确定 的 基因 频率 实际 上 是 箱 的 频 
率 。 因 此 ， 无 论 何人 种 群体 ， 采 用 问 一 种 分 子 量 标 准 ， 如 Lifecodes 公司 的 ， 等 位 基因 数 都 
统 .为 31 个。 但 每 个 箱 内 的 片段 数 可 能 不 同 。 固定 箱 分 析 法 将 过 续 等 位 基因 分 布 简化 为 
一 张 频 率 分 布 表 格 ， 它 网 照 硕 到 测 昌 误差 ， 又 得 到 一 套 不 连续 分 布 的 基因 频率 ， 间 时 也 能 
大 致 反映 出 基因 座 多 态 性 某 些 特征 。 

装 箱 合 并 所 提供 的 是 保守 的 箱 频 率 数据 ， 但 是 在 群体 调查 数据 中 ， 可 能 在 某 个 箱 中 没有 
片段 或 仅 有 一 条 片段 ， 纹 使 箱 频 率 值 出 现 极端 的 低 数 量 值 ， 例 如 上 述 D14S13 基因 座 的 ]、2 
28, 30 和 31 箱 末 见 有 片段 ,29 箱 仪 一 条 片段 ， 这 5 个 箱 的 频率 范围 大 约 在 10- ~ 10 "之 
间 。 这 种 极 低 频率 不 能 真正 反映 数据 库 数 据 ， 估 计 的 等 位 基因 频率 不 正确 。 如 果 出 现 此 种 
情况 ， 昌 求 进行 重新 分 箱 ， 把 箱 内 片段 数 少 于 5 个 的 合并 到 附近 的 箱 肉 ， 作 何 箱 内 最 少 有 
5 茶 片段 。 将 低频 率 的 箱 重 新 合并 ， 使 频率 更 加 合理 。 这 样 处 王 之 后 ， 无 论 从 统计 学 原则 
或 实际 应 用 原则 均 可 以 接受 了 。 

) 89 SH 28 pu EA {floating bins} 

采用 与 计算 机 相连 的 自动 搜寻 光学 扫描 定位 系统 ， 将 膜 上 DNA 片段 迁移 的 全 距离 人 
为 地 分 成 数字 化 位 置 单位 ， 考 虑 到 DNA 片段 长 度 测量 误差 ， 每 -片段 定位 均 可 能 与 分 过 
片段 在 关 : 采用 滑动 箱 确 定 片段 位 置 计算 基因 频 染 之 前 ， 先 应 确定 检测 系统 的 片段 长 度 测 
量 的 平 拘 误 基 值 。 沸 动 箱 的 大 小 一般 定 在 + 1~3 个 标准 差 范 围 。 

采用 滑动 箱 匹 配 法 调查 群体 VNTR 基因 座 频 率 分 布 的 结 玉 基 一 连续 分 布 的 片段 分 布 数 
搞 ， 并 谍 单 个 的 等 位 基因 频率 .以 计算 机 自动 光学 扫描 的 最 高 分 辨 率 作 为 最 小 分 格 单位 ， 
经 群体 调查 求 得 每 个 分 格 单 位 中 的 片段 频率 。 甚 次 再 按 检 测 系 统 的 识 差 确定 片段 长 度 测量 
标准 芷 ， 以 +*1-~3 个 标准 差 作 为 滑动 箱 上 下 限 。 滑动 箱 匹 想法 的 忧 点 在 王充 分 估计 测量 
误差 因素 ， 余 一 等 位 基因 上 航 率 的 确定 和 应 几 均 包含 了 随机 变量 的 容忍 限 庆 、 即 由 :个 可 信 
限 区 间 (68.3%, 95.4% A 99.7%) 规定 的 等 位 基 因 相 对 频率 倩 。 这 样 处 理 后 等 位 基因 频 
RAF LJE. Eite REEE A Te 此外， 应 用 滑动 箱 法 中 所 有 的 测试 ， 其 计算 过 程 均 由 
订 算 机 完成 ， 减 少 人 为 误 点 ， 利 于 不 同 实验 室 之 间 的 资料 突 换 与 比较 。 

装 箱 法 的 目的 是 想 把 随机 变量 模 式 的 YNTR 基因 库 基 央 频 率 处 理 成 不 连续 的 数据 ， 结 
果 所 得 基因 坑 柴 是 一 相对 的 数据 群 ， 从 统计 学 原则 调 言 ， 这 种 处 理 必 不 可 少 。 但 VNTR 基 
因 座 具有 高 度 多 态 性 和 高 杂 会 度 特征 ， 往 往 这 种 装 逢 处 理 后 到 失 了 部 分 遗传 信息 。 在 目前 
DNA 片段 分 岛 分 辨 率 不 够 商 的 情 交 下 ， 这 种 处 理 只 是 … 种 变通 的 ， 能 让 法 庭 接受 的 技术 
性 处 理 ， 其 中 仍然 存在 某 种 局 限 性 。 清 动 箱 匹 配 法 在 统计 上 更 加 可 取 ， 但 需要 接 人 一 个 计 
算 机 化 的 数据 库 ， 较 复杂 。 固 定 箱 匹 配 法 只 需要 -个 箱 频率 统计 表 ， 容 易 判 恋 和 广泛 个 
用 。 

3.DNA 纹 印 图 匹配 机 涂 的 计算 

无 论 采 用 国定 箱 或 请 动 箱 匹 配方 法 ， 将 连续 分 布 的 基因 项 率 处 理 为 个 连 续 数 据 后 ， 即 
可 参照 共 显 性 让 传 标记 系统 的 统计 计算 方法 计算 此 配 概率 。 

等 位 基因 (W0 BOE = 该 基因 个 数 /总 人 数 x2; 

DNA 纹 印 图 的 基因 型 分 纯 全 子 和 杂 合 子 ， 基 因 型 频率 分 别 为 p 和 2pq。 独 半 遗 传 的 基 
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因 座 图 谱 ， 累 积 匹 配 概 率 等 于 各 个 基因 座 的 基 轩 型 频率 的 乘积 ， 如 某 二 个 体 在 D2S44 和 
D7S107 基因 座 的 基因 型 一 致 ，D2s44 基因 座 基 因 型 频率 为 0.009636， 在 D7S107 基因 座 为 
0.005631， 则 在 这 两 个 基因 库 的 累积 匹配 概率 为 0.009636 x 0.005631 = 5.423 x 10 >, 

KEH YNTR 数据 表明 ， 右 些 单条 带 的 图 谱 实 际 上 是 杂 合 子 ， 它 的 一 个 较 小 的 等 位 基 
内 内 为 电 旋 分 离 时 已 自 移 册 凝 胶 末 端 而 未 能 检测 出 来 。 在 这 种 不 能 判定 是 纯 人 台子 还 是 杂 合 
子 的 情况 卜 ， 有 作者 主张 所 有 的 单条 带 的 图 谱 都 采用 2p 来 计算 基 内 型 频率 ， 显 然 这 是 一 
个 相对 保守 的 值 。 

10.3.4 几 种 DNA 纹 印 图 介绍 

国内 从 1988 年 开始 有 DNA 纹 印 技术 在 法 席 学 上 的 研究 应 用 报道 ， 如 D2544 
(PYNH24/ Hae 亚 和 Pa L) ( 李 伯 龄 等 1988， 倪 锦 党 等 1993 ) D2S44 (Sli103/Pst I}. 
Di4S1 ( pACO61/Ps I }, D14S13 (pAC299/Pst I ) D17S79 (pAC256/Pst 1 ), D18827 
(pAC404/Pst [ ) 及 DXYS14 (pAC2257Pa I) 【 刘 明 俊 1989， 刘 明俊 等 1994), D1451 基因 
IE (pAW101 {Et EcoR 1) { 罗 超 权 等 1992， 刘 超 等 1994)、D14S13 (pCE1.2 探 针 /Hae 
JHI) 和 D16585 (a 一 globin -3'HYRA Haelll) (GEESS 1993) 等 。 

1.D2S44 (PYNH24 探 针 7/ Hae 亚 或 Msp I) 

PYNH4 特异 性 探 针 ， 是 Nakamura 等 用 人 工 合成 的 HBV -2 PRPM 
GGACTGGGAGGAGTTG GCCC)， 从 质粒 CYNH24 的 人 体 基 因 组 文库 中 分 离 出 来 长 2.0 kb 的 
Msp 工 片 段 重组 到 pUC18 AEF, TIRY D2S44 基因 座 的 Hae ll] së Wsp [ 酶 解 基 内 组 DNA 
产生 的 限制 片段 长 度 多 态 性 ， 

PYNH24 探 针 / Hae ll AFA Ë RFLP 图 谱 片 段 太 小 为 1.02 ~ 6.26kb, 分析 146 名 北京 地 
区 无 关 汉 族 个 体 的 杂 合 度 为 0.69， 等 位 基因 频率 为 0.003 ~ 0.152， 相 关机 率 为 3.6x10 5 
-7,9x10-3。5 和 0 名 无 关 汉 族 个 体 的 PYNH24 探 针 /Msp I 酶 解 的 RFLP 图 谱 片 段 分 布 在 
i.5kb 至 6.5 kb 之 问 ， 也 显示 出 高 庶 的 多 态 性 。 

2.D14S1 基因 座 (pAW101 探 针 / EcoR l) 

pAW101 探 针 是 人 类 14 导 染 色 体 长 臂 端 柱 区 域 中 的 一 个 5.0 kb 的 片段 ， 它 与 免疫 球 蛋 
HAHAKE, MRA DS 基因 座 。pAW101 探 针 检测 EcoR 工 酶 解 基因 组 DNA 的 消 
化 产物 。 在 106 例 广 州 地 区 无 关 汉 族 个 体 中 ， 检 出 65 条 长 度 各 异 的 片段 ， 片 段 长 度 分 布 
在 9,4 kb- 30.2 kb 之 间 ， 两 个 无 关 个 体 相 同 的 概率 为 6.00048。 

3.D14S13 (pCE1.2 探 针 /Hae 夺 基因 座 

pCE1.2 ( D14513) 探 针 是 用 一 段 人 工 合成 的 16mer BJ E 2 TF BR E J CO F], SQ Kb 
基因 库 ， 香 到 Cosmid PMIJ14 后 ,再 经 Msp | 酶 解 , 将 其 中 一 个 600 bp 长 的 VNTR 片段 克 
隆 到 pUC18 的 Ace 工 基 因 座 后 扩 增 得 到 的 ， 因 此 也 称 为 PMLJI4 探 针 。 

296 名 汉族 无 关 个 体 的 pCE1.2 探 针 /Hae 亚 酶 解 的 D14513 RFLP 片段 长 度 范 围 为 1.08 
kb ~ 18.8 kb ， 杂 合 度 为 0.94， 频 率 分 布 为 0.002 ~ 0.051。 等 位 基因 频率 分 布 峰 值 中 可 见 
到 至 少 含有 66 个 等 位 基因 ， 月 分 布 较为 均 扣 ， 没 有 明显 的 主导 基因 【网 10 - 6)。 

10.3.5 DNA 纹 印 围 的 法 医学 应 用 

1. 个 体 识别 

单 基因 座 纹 印 图 只 涉及 一 个 VNTR 基因 座 ， 当 两 份 生物 检 材 的 纹 印 图 不 一 致 ， 就 可 以 
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A 10-6 D4513 基因 座 的 谱 带 在 18 个 无 关 个 体 中 的 分 布 


直接 排除 他 们 来 源 于 同一 个 体 ， 当 两 者 图 谱 一 致 或 中 配 《mateh)， 则 不 排除 它们 来 自 同一 
个 体 (图 10- 了)， 短 要 加 测 其 他 基因 座 ， 最 后 进行 无 关 个 体 DNA 纹 印 一 致 的 偶合 概率 计 
算 。 候 合 籽 率 计算 可 参照 共 显 性 等 位 基因 控制 系统 的 偶合 概率 计算 方法 。 若 独立 的 多 个 单 
基因 座 纹 印 图 (或 单 基因 座 和 其 它 的 遗传 标记 ) 一 致 ， 可 按 乘 法 原则 计算 总 偶合 率 。 选 用 
4~6 个 单 基因 座 探 针 ， 累 计 达 到 很 高 的 个 体 识别 能 力 。 沉 概 注 意 的 是 由 于 片段 长 度 测量 
误差 、 部 分 现场 物证 检 材 DNA 纹 印 存在 正极 漂移 现象 等 原因 ， 会 使 同一 个 体 的 现场 遗留 
物证 与 新 鲜血 样 出 现 差异 ， 结 果 本 该 作 同 一 性 认定 的 却 得 出 排除 结论 。 
123456789419 
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图 10-7 一 起 个 体 识别 案例 
编号 1、4、8、10 为 分 于 最 标准 ，2、3 为 实验 室 对 照 DNA, 5. 5、? 了 为 从 犯罪 现场 提取 的 样品 ,9 号 为 人 受害 人 的 
D DNA. 


2. 亲子 鉴定 . 

单 基因 座 DNA fre B 38 bz 3: E 685 5 3 A 2) 54i| 28 TJ HE W pb SE Ju E [E] EE B| 65 m E # 58 , 
因此 排除 或 认定 亲生 关系 的 原则 ， 亲 权 指 数 (PD 太 父 子 关系 相对 机 会 (RCP 计算 程序 
与 常 染色 体 STR 系统 检验 相同 【 详 见 “亲子 鉴定 ” 章 )。 

Balazs 计算 D2S44. D1431, D14S13. D17579 和 DXYS14 五 个 单 基因 座 DNA tA AR 
计 非 父 排 除 率 为 0.9996， 了 几乎 可 以 达到 排除 100% 非 亲生 父亲 的 准确 结论 。 
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10.3.6 应 用 注意 问题 

一 个 单 基 因 座 DNA 纹 印 图 谱 中 ， 杂 合子 个 体 只 有 2 条 带 ， 纯 合子 只 有 上 条 带 ， 根 据 
自 显影 片 中 分 子 量 标准 物 (marker) 可 以 计算 出 图 谱 中 样 昌 片段 长 度 。 比 对 两 图 谱 谱 带 数 
目 与 片段 长 度 ， 淹 定 两 份 材 料 是 否 一 致 ， 确 定 两 份 检 材 是 否 来 源 于 同一 个 体 。 不同 自 显影 
片上 的 二 个 DNA 纹 印 图 谱 也 能 进行 比 对 ， 较 多 基因 座 DNA 指纹 图 具有 更 大 的 优越 性 。 

但 是 ， 在 实际 应 用 中 ， 会 遇 到 一 些 异常 的 DNA 纹 印 图 ， 例 如 有 3 条 或 3 条 以 上 的 谱 
带 或 少 带 等 情况 ， 可 能 直接 影响 DNA 分 型 结果 。 

1. 多 带 现 象 

(1) 混合 样品 出 现 多 带 的 最 常见 原因 是 多 个 体 样品 混合 物 。 样 品 混合 有 以 下 几 种 情 
况 : 
中 检验 物证 样品 本 身 含 有 名 个 供 体 ， 如 轮奸 案 中 现场 精 斑 含 有 几 个 人 的 精液 成 分 ， 所 
提取 DNA 是 多 个 人 的 混合 样 晶 ; 在 几 个 人 同时 出 血 情况 下 ,现场 的 血 斑 可 能 是 几 个 人 的 
j ipa; 性 犯罪 案 中 阴道 分 弯 物 与 精液 的 混合 斑 。 对 于 前 两 种 混合 样品 ， 最 后 检验 得 到 
的 DNA 纹 印 图 为 混合 图 谱 ; 对 于 阴道 上 皮 细 胞 与 精子 混合 ， 理 论 上 可 以 采用 差异 裂解 法 ， 
将 上 皮 细 胞 DNA 与 精子 DNA 分 离开 来 。 如 果 检 测 出 多 个 等 位 基因 或 条 带 ， 应 剑 疑 有 多 个 
供 体 ， 一 般 不 要 人 为 地 划分 等 位 基因 ， 必 须 对 所 有 参与 的 疑犯 同时 进行 检验 ， 分 别 将 嫌疑 
A DNA 绞 印 与 混合 纹 印 作 仔 细 比 对 ， 才 能 将 等 位 基因 从 混合 图 谱 中 区 分 出 来 ， 确 定罪 犯 
的 基因 型 。 

加 现场 物证 材料 的 载体 本 身 己 含 有 某 个 人 的 有 核 细胞 ， 如 受害 人 家 中 的 床单 上 原 有 受 
害 人 、 受 害 人 丈夫 的 体液 。 这 类 检 材 可 能 会 是 罪犯 与 受害 人 丈夫 的 混合 DNA。 对 于 这 类 
情况 ， 可 采取 空白 载体 对 照 实 验 ， 即 在 分 析 现 场 物 证 斑痕 同时 ， 剪 取 斑 痕 附 近 部 位 的 干净 
载体 进行 平行 分 析 ， 观 察 是 否 检 出 DNA. 

国 在 检 材 所 取 过 程 或 在 分 析 和 检验 过 程 中 由 丁 操作 不 当 ， 污染 了 其 他 DNA， 造 成 的 混 
合 样品 。 采 取 质 量 控制 与 质量 保证 体系 ， 严 格 遵 守 操 作 规 则 ， 可 以 避免 这 类 污染 造成 的 泥 
AH Mho 

(2) 限制 性 内 切 酶 消化 不 完全 限制 性 酶 切 活性 受到 搞 制 ,或 者 消化 DNA 的 酶 量 不 
足 ， 消 化 时 间 不 够 等 原因 ， 基 因 组 DNA 中 一 些 酶 切 位 点 可 能 没有 被 切 开 ,使 DNA 片段 将 
比 预 期 完全 消化 的 长 ， 出 现 额 外 片段 。 在 电泳 分 离 前 用 小 胺 电泳 进行 酶 切 程 度 的 和 检验， 可 
以 消除 因 酶 切 不 彻底 造成 的 多 带 现象 。 

(3) 遗传 H VNTR 序列 内 部 发 生 点 党 变 时 ， 如 产生 一 个 新 的 Hae llEAL, 
生 三 条 带 。 例 如 ， 正常 表现 为 8kb 的 带 ， 由 于 突变 能 切 成 二 个 较 小 谱 带 ， 如 2kb 和 6kb。 
另外 ， 在 某 一 特定 基因 座 上 ， 一 个 体 可 能 出 现 三 条 带 在 遗传 学 上 是 罕见 的 ,而 且 这 些 不 常 
见 的 突变 表现 为 孟 德 尔 遗 传 ， 稳定 传 递 给 下 一 代 。 这 种 情况 对 于 个 体 识 别 没 有 任何 影响 ， 
在 特定 的 案例 中 ， 这 种 变异 成 为 认定 个 体 特征 的 重要 依据 。 

2. 谱 带 的 丢失 . 

在 一 些 情况 下 ， 杂 合子 个 体 在 RFLP 图 谱 上 只 出 现 一 条 带 ， 发 生 这 种 情况 原因 是 : 

(1) DNA 的 降解 DNA 在 体外 环境 如 高 温 、 高 温度、 和 紫 外 线 照射 以 及 检 材 陈旧 等 引 
起 降解 ; 另外 微生物 细菌 、 真 菌 等 污染 ， 产 生 降 解 DNA WR, SLE DNA RRE, KET 
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切 点 ; DNA 降解 ， 产 生 较 小 片段 , 电泳 过 程 中 沪 出 凝 胶 ， 原 本 是 杂 合 子 的 个 体 可 能 会 变 或 
纯 合 子 ， 从 而 出 现 一 个 假 排 除 的 结论 。 

(2) 分 析 系 统 的 分 辨 率 在 实际 分 析 中 ，RFLP 技术 中 的 分 析 胶 的 分 辨 率 低 ， 不 能 分 
饮 两 个 在 长 度 上 仅 差 一 个 或 几 个 重复 单位 的 限制 性 片段 ， 因 此 在 图 上 就 以 单一 带 出 现 ， 造 
成 该 个 体 在 该 基因 座 表现 为 纯 合子 的 假象 ， 而 事实 上 ， 该 个 体 为 杂 合 子 。 这 种 情况 对 于 个 
体 识 别 没 有 影响 ， 而 对 于 亲子 鉴定 ， 就 要 注意 假 排 除 现 象 。 

(3) 污染 RFLP ATi FAE (如 Hael. Hint I %#) 来 发 挥 作用 。 十 扰 酶 反应 的 试 
剂 将 会 控制 酶 对 DNA 的 作用 。 这 和 包括 各 种 平时 经 常 遇 到 的 物质 ， 如 布 中 的 染料 ,尤其 是 
斜纹 布 染料 和 一 些 生物 物质 ， 如 血液 中 的 血红 素 等 ， 尽量 在 提取 或 纯化 阶段 除去 这 些 物 
质 。 

(4) 酶 切片 段 太 小 ”样品 DNA 酶 切片 段 太 小 ， 在 电泳 中 被 移出 凝 胶 末 端 ， 只 剩 下 较 
KEHE, ER DNA 谱 带 丢失。 这 种 情况 对 个 悼 识别 与 亲子 鉴定 影响 不 大 。 

10.3.7 单 基因 座 VNTR- DNA 纹 印 的 优点 及 局 限 性 

单 基因 座 DNA 丝印 图 技术 与 多 基因 座 指纹 图 技术 相 比 共有 以 下 特点 : 

1. 所 得 图 谱 带 简单 明了 ， 纯 合子 只 有 1 条 带 ， 杂 合子 有 2 条 带 ， 易 于 理解 ， 这 在 法 庭 
闪 论 中 是 很 重要 的 。 

2. 灵敏度 育 ， 获 得 标准 DNA 纹 印 图 谱 的 最 小 DNA 量 为 Song， 相 当 于 2 血液 、20pl 
唾液 和 1 门 的 精液 。 

3, 能 够 有 效 鉴 定 混合 样品 ， 纹 印 图 中 出 现 3 条 或 3 条 以 上 带 时 ， 说 明 可 能 有 2 个 或 2 
个 以 上 样品 存在 。 分 析 样 品 为 混合 样品 ， 如 确定 强奸 是 否 为 轮奸 等 。 此 外 ， 在 作 大 量 嫌疑 
大 筛选 时 ， 为 减少 工作 量 可 以 将 适当 数目 的 不 同样 品 混合 在 一 起 加 样 分 析 ， 然 后 再 对 检测 
某 一 相应 基因 座 的 一 组 个 体 逐 一 分 析 ， 进 一 步 确定 嫌疑 人 。 

4. 单 基 因 座 DNA 探 针 在 序列 上 具有 高 度 的 种 属 特异 性 ， 杂 交 条 件 为 商 强度 杂交 ， 人 
类 单 基因 座 探 针 不 会 与 其 他 种 属 DNA 杂交 ， 细菌 污染 或 污染 有 其 他 动物 的 标本 ， 都 不 会 
影响 结果 的 分 析 。 

5.DNA 纹 印 图 中 DNA 片段 长 度 相 对 小 (< 10kb)， 可 用 于 分 析 部 分 降解 DNA 样品 ， 
获取 有 关 的 信息 。 

6. 检测 结果 重复 性 好 ， 统 计 学 评估 容易 理解 ， 便 子 计算 机 管理 与 比 对 。 

DNA 纹 印 图 技术 的 等 位 基因 呈 连 续 分 布 ， 无 法 获得 准确 的 等 位 基因 频率 ; 一 个 探 针 
只 检测 单一 一 个 基因 座 ， 所 得 信息 量 低 ， 无 法 一 次 达到 个 体 同 一 认定 水 平 , 需 4~5 个 不 
同 单 基因 座 探 针 联合 检测 ， 费 时 费力 ， 这 是 DNA 纹 印 图 技术 的 缺点 。 


10.4 DNA 指 统 和 DNA 纹 印 操作 技术 


DNA 指纹 和 DNA 纹 印 的 操作 程序 均 包 括 以 下 几 个 步骤 : © DNA 的 提取 ; 加 限制 性 内 
HERU; OBAJA: 全 印迹 转移 ; ORME: 加 分 子 杂交 ; G DNA 图 谱 的 检测 ， 
久 结 果 判 读 等 {图 10 - 8)。 

1.DNA 提取 

DNA 指纹 分 析 要 求 相 对 较 大 量 的 高 分 子 DNA， 因 此 一 般 用 有 机 法 提取 基因 组 DNA. 
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图 10-8 DNA 指纹 流程 图 


2.DNA 浓度 测定 

多 基因 座 DNA 指纹 图 检测 至 少 需要 lpg DNA， 单 基因 座 DNA 纹 印 为 0.5pg DNA。 如 
果 DNA 量 太 少 ， 可 能 得 不 到 完整 的 RFLP 图 谱 。 在 进行 DNA 酶 切 前 必须 进行 DNA 的 定量 
分 析 ， 以 保证 样品 之 间 的 一 至 性， 同时 还 可 以 确定 限制 性 内 切 酶 的 用 量 。 浓 度 测 定 方法 有 
3 种 ， 即 分 光 光 度 法 、 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 EB 荧光 染色 法 和 人 DNA 特异 探 针 班 点 杂交 法 。 具 
体操 作 方 法 蓄 第 五 章 。 

3. 限制 性 内 切 酶 酶 切 基因 组 DNA 

根据 探 针 要 求 ， 选 择 合 适 的 限制 性 内 切 酶 。 并 且 根 据 所 酶 切 的 基因 组 DNA 量 ， 确 定 
限制 性 内 切 酶 反应 的 体积 与 酶 的 用 量 。 将 所 有 反应 组 分 混合 在 一 起 在 一 定 温度 下 进行 一 定 
时 间 的 消化 ， 将 基因 组 DNA 完全 消化 。 然 后 取出 ， 加 人 上 样 缓冲 液 终止 反应 ， 进 行 电泳 





180 法 医 DNA 分 析 





分 离 。 
i 计算 5~7png 样品 DNA 的 体积 ， 计 算 30 忆 反应 体系 所 需 的 水 量 ， 然 后 掖 下 列 顺 序 加 反 
应 组 分 : 





10 x 反应 缓冲 液 3⁄4 

X PË XZ 35 zk 24 — xpl 

5 ~ Tug 待 测 样品 xl (x= 按 样品 DNA 浓度 计算 出 的 样品 滚 pl S) 
限制 性 内 切 酶 Hint I 或 Hae fl 3pl 《300 ) 

混 匀 样品 反应 液 ， 快 速 离心 13s， 使 溶液 全 部 汇集 管 底部 ， 置 37 和 水浴 保 温 4 ~ 6h. 
然后 取出 ， 加 入 3 由 上 样 缓冲 液 (40 名 甘油 、0.25% 省 酷 蓝 ) 终止 反应 ， 快 速 离 心 15s， 使 
溶液 全 部 汇集 管 底部 ， 进 行 电 泳 分 离 。 

4. 凝 胶 电泳 分 离 酶 切 DNA 片段 

基因 组 DNA 经 限制 酶 消化 后 ， 产 生成 手 上 万 条 长 短 不 一 的 特异 性 片段 。 需 要 琼脂 糖 
凝 胶 电 泳 将 酶 解 片 段 核 片段 大 小 分 离开 ,根据 片段 的 迁移 距离 确定 片段 的 长 度 。 

RFLP 的 靶 片 段 长 度 较 大 ， 一 般 在 2.0 ~ 23.0kb 范围 ， 选 用 0.6% - 0.896 DE DS 388 Fe 
电泳 可 获 良 好 的 分 离 效果 ， 几 乎 都 采用 水 平板 琼脂 糖 鱼 胶 的 流水 式 电 泳 。 常 用 Tis - 醋酸 
(TAE) 为 电极 缓冲 液 ， 由 于 TAE 缓冲 能 力 低 ， 电 泳 糟 正 、 负 两 极 的 缓冲 液 之 间 加 一 虹 动 
泵 使 之 循环 流动 。 为 使 大 于 2kb 的 片段 更 有 效 地 分 离 ， 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 的 端 电压 不 超过 
5VYvem。 电 泳 时 间 一 般 为 16~20h， 片 段 小 的 则 电泳 分 离 时 间 相 对 短 些 。 

(1) 称 取 1.2g 低 电 渗 的 粉 状 琼脂 糖 (Sigma, H b), Bebi 200m 0.6% BUR ER EE e, 
制 成 约 lem 厚 的 平板 琼脂 糖 凝 胶 。 在 室温 下 凝固 30 ~ 45min， 再 置 4 乞 下 放置 lOmin, 小 心 
拨 出 梳子 ， 去 除 两 端的 胶带 或 挡 板 ， 将 上 凝 胶 放 人 电泳 槽 。 

(2) ERRAR AI 1 x TAE， 使 缓冲 液 液 面 高 出 胶 面 约 5mm。 将 消化 好 的 产物 与 17 
10 体积 的 10 x 载 样 缓冲 液 ， 混 但， 人 快速 离心 15s， 使 溶液 全 部 汇集 管 底部 ， 加 样 到 凝 胶 加 
EAP. 

(3) 接 通 电流 ， 用 万 用 表 测 量 并 调整 凝 胶 端 电压 降 为 5V/Acm， 进 行 电泳 。 

(4) 当 省 酚 蓝 迁 移 到 凝 胶 未 端 ， 切 断 电 源 ， 取 出 凝 胶 ， 进 行 转移 。 

在 凝 胶 电 泳 过 程 中 , 凝 胶 的 质量 影响 着 DNA 图 谱 的 质量 。 薄 的 凝 胶 通常 分 辩 率 好 ， 
但 载 样 量 较 少 ， 因 此 凝 胶 一 般 为 lem 厚 。 琼 脂 糖 保存 不 好 ， 开 瓶 后 没有 密封 好 BIERE 
糖 颗粒 吸 潮 ， 对 自 显 影片 质量 有 影响 ， 在 自 显影 片 泳 道上 出 现 背 党 。 如 果 琼 脂 糖 溢 化 不 
好 ， 胶 浪 中 和 留 有 大 量 颗 粒 或 过 滤 加 热 会 降低 凝 胶 分 准 率 。 

另外 ， 凝 胶 和 电泳 缓冲 液 中 售 有 染料 EB, DNA 被 EB 结合 滞后 迁移 率 ， 当 缓冲 滚 不 
能 循环 时 ， 较 小 片段 由 于 失去 EB 迁移 更 快 。 

5. 印迹 转移 

凝 胶 电 泳 后 ，DNA 片段 按 片 段 长 度 排 列 在 凝 胶 中 ， 由 于 琼脂 粮 凝 胶 的 机 械 强 度 较 差 ， 
易 破 碎 ， 而 且 分 子 杂 交 后 背景 高 ， 需 要 将 凝 胶 中 的 DNA 转移 到 一 种 韧性 好 背景 低 的 面相 
支持 物 填 。 常 采用 真空 转移 方法 将 凝 胶 中 的 DNA 转移 到 尼龙 膜 上 。 而 且 ， 酶 场 片段 较 大 ， 
为 了 提高 大片 段 的 转移 效率 ， 在 贼 变性 前 进行 0.25molIL HCL 脱 味 叭 处 理 ， 打 断 大 分 子 
DNA 以 提高 大 片段 的 转移 效率 。DNA 片段 从 凝 胺 中 原 位 转 称 固定 在 尼龙 膜 转移 过 程 中 ， 
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各 DNA 片段 的 相对 位 置 保 持 不 变 ， 该 膜 永久 性 地 重 现 出 DNA 片段 在 凝 胺 中 的 位 置 ， 便 于 
下 一 步 的 杂交 反应 。 

(1) 在 真空 转移 仪 的 真空 密封 膜 上 剪 一 比 凝 胶 稍 小 (0.5em 左右 ) 的 窗口 。 

(2) 裁剪 一 比 窗口 稍 小 的 尼龙 膜 或 硝酸 纤维 率 膜 ， 用 铅笔 作 上 标记 ， 用 去 离子 水 充分 
湿润， 置 于 上 述 密封 膜 的 窗口 内 ， 排 除 两 者 之 间 的 气泡 。 

(3) IH t bk r BE EE BJ bie, — PH r 62 b — S 5 81. jS 6886 Te a 
或 硝酸 纤维 素 膜 上。 排除 气泡 。 

(4) 接 通 真空 录 ， 真 空 压 约 为 20cem HO 柱 。 

(5) 用 0.25mol7L HG 酸 变性 液 覆盖 住 度 胶 ， 抽 气 3min， 真 空 压 为 0cm LO H. 

(6) 抬 高 真空 转移 仪 的 一 端 ， 吸 去 酸 变 性 液 ， 改 用 碱 变性 液 ， 抽 气 4min， 真 空 压 为 
40cm H0 柱 。 

(7) 朋 去 碱 变 性 该 ， 换 用 中 和 液 ， 同 真空 压 下 继续 押 气 3min。 

(8) 吸 去 溶 渡 ， 用 转 称 液 覆盖 凝 胶 ，60 ~ 90em H,0 柱 真空 压 下 抽 气 40min。 在 酸 、 M 
处 理 及 转移 过程 中 ， 如 时 溶液 减少 了 ， 需 随时 添加 转移 液 。 

需要 注意 的 是 ， 真 空转 移 时 间 不 宜 过 长 。 恕 果 转 移 时 间 过 长 ,， DNA 片段 有 可 能 通过 尼 
龙 膜 ， 降 低 灵 敏 度 。 转 移 时 凝 胶 和 膜 之 间 如 有 气泡 或 号 纸 ， 影 响 转移 效果 ， 在 自 显影 片上 
这 些 部 位 会 出 现 花 班 。 

(9) 碱 固定 ”转移 完毕 ， 取 出 尼龙 膜 在 2x SSC 中 淖 洗 Imin。 随 后 将 膜 结合 DNA 面向 
E, 平 铺 于 用 0.4N NaOH 浸透 的 三 层 滤 纸 上 ， 去 除 湾 纸 与 膜 之 问 气泡 ， 固 定 2min， 再 于 
适量 5x SSC 中 漂洗 1min， 取 出 ， 用 滤纸 吸 干 ， 备 用 或 直接 用 于 杂交 。 

6. 探 针 标记 、 杂 交 与 检测 

探 针 标记 与 杂交 已 在 前 面 章 中 详细 介绍 了 ，DNA 指纹 中 的 探 针 多 为 小 卫星 探 针 ， 随 
着 侣 成 技术 与 标记 技术 的 提高 ， 目 前 大 多 根据 小 卫星 探 针 的 核心 序列 合成 赛 核 昔 酸 探 针 ， 
采用 郑 根 过 氧化 物 酶 或 碱 性 磷酸 酶 等 直接 标记 探 针 ， 进 行 非 珂 位 素 探 针 杂 交 检 测 。 

(1) 取 5pl (500ng) 于 0.5ml Eppendorf 管 中 ， 用 无 菌 去 离 于 水 稀释 至 10ngvid。 

(2) 沸水 中 煮沸 变性 5min， 取 出 迅速 插入 水浴 中 Smin。 

(3) 加 入 4561 HRP 标记 试剂 ， 充 分 混 句 ， 稍 离心 。 

(4) 加 入 50 由 戊 二 醋 充 分 混 句 ， 置 37 乞 水 浴 保 温 15min 后 ， 可 以 直接 用 于 杂交 。 如 
果 不 当时 使 用 ， 可 加 入 甘油 使 其 终 浪 度 为 50%， 于 - 20 民 保存 。 辣 根 过 氧化 物 酶 标记 的 
探 针 不 需要 进行 缉 化， 可 直接 用 于 杂交 。 

7. RX 

(1) 试剂 

DHA ECL 试剂 盒 附 带 的 杂交 液 40ml, WMA 1.17g NaCl， 使 终 被 度 为 0.5mol/ 
EL， 再 缓 缓 在 搅拌 下 加 2g 酷 蛋 白 ， 多 乞 加 热 溶解 。 

DETE 上 述 预 杂交 该 中 加 入 500ng HRP 标记 的 变性 探 针 DNA, 

(2) 杂交 

将 已 转 称 的 初 膜 郑 成 圆 桶 状 ， 放 人 杂交 管 中 ， 加 预 杂 交 液 40ml， 去 除 管 壁 与 滤 膜 之 
间 的 所 有 气泡 ， 拧 好 盖 ， 放 人 41.5 乞 的 杂交 箱 中 预 杂 交 0.5 ~ 1h。 预 杂交 结束 后 ， 加 入 
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15021 HRP 标记 的 探 针 PNA， 继 续 在 41.5 乞 杂交 过夜. 

辣 根 过 氧化 物 酶 对 温度 较 敏 感 ， 超 过 机 爷 易 失 活 、 在 杂交 过 程 中 需 注 意 控制 温度 ， 

(3) 后 处 理 

杂交 结束 后 ， 倒 去 杂交 液 ， 取 出 膜 ， 放 入 洗 膜 | (6motL 尿素 ,0.5 x SSC 7 0.5% 
SDS) At, ERER 2$min， 重 复 一 次 ; 再 转 到 2x SSC ARA, ZAR Smin。 取 出 
膜 放 在 滤纸 上 ， 然 后 进行 检测 。 

8. 化 学 发 光 法 检测 

(1) 将 茶 交 、 洗 次 后 的 尼龙 采用 滤纸 吸 下 ， 平 放 一 于 净 玻 板 .|-，PNA WHL, Ri 
PE PRERA 1 ( 鲁 米 诺 ) 和 2 GLWM) FARR, MeT E, hi Imin, 
用 滤纸 吸 去 反应 液 ， 用 保鲜 膜 将 膜 包 好 ， 置 于 暗盒 中 再 压 上 感光 胶片 ， 关 上 ， 室 漫 下 曝 
XG; 

(2) 20min 后 取出 胶片 ， 显 影 、 定 影 ， 得 到 DNA 图 谱 。 

需要 注意 的 是 ， 在 检测 自 显影 时 ， 增 感 屏 被 污染 ， 不论 是 否 放 林 交 膜 ， 自 显影 片上 出 
现 诬 点 ， 如 果 膜 在 放 傈 交 液 前 被 放射 性 同位 素 标 记 或 酶 标记 的 探 针 湾 液 污染 ， 会 出 现 班 
点 。 如 果 洗 障 时 膜 粘 在 一 起 ， 洗 膜 没 洗 好 ， 或 在 杂交 过 程 中 和 栈 被 儿 子 损坏 ， 或 是 膜 上 长 了 
真菌 ， 或 是 细菌 碱 人 性 磷酸 酶 活性 会 引起 整个 照片 高 背景 ， 使 自 显影 照片 不 清晰 ， 背 景 高 。 
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11.1 VNTR 概述 


基因 组 DNA 中 存在 -- 类 串联 重复 序列 ， 其 中 联 重复 单位 {核心 序列 ) SE f AREP 
存在 较 人 人 差异， 具有 高 度 多 态 性 ， 称 此 重复 为 可 全 捉 联 重复 序列 (YNTR)， 根 据 重 复 单 位 
KE, JATA: 重复 单位 长 度 为 10 ~ 70pp， 称 为 小 卫星 ， 长 度 为 1 ~ 7bp 的 ， 称 为 微 卫 
=., RIH STR, 

根据 VNTR ÆR EMERE, Wit. Ao SWR Cr aF09 384 B Ba fE 2; PCR 引物 ， 应 几 
PCR 技术 扩 增 包含 VNTR 3 N BE I| T E S PAFI EE Eika a h ES JE As E] ñ) T së 
pe. WK4 8 P EK E2E A MEHEAN. 因此 ， 称 这 种 用 PCR 技术 检测 VNTR 基因 座 
多 态 性 的 分 析 为 扩 增 片段 长 度 和 多 态 性 【amplified fragment length polymorphism, AMP - FLP) 
分 析 ， 它 充分 发 挥 了 -个 优势 ， -是 基因 组 VNTR 基因 座 具 有 高 度 冤 态 性 优势 ， 二 是 PCR 
HFE. HAT EHEZ., AMP- FLP 分 析 是 20 世纪 名 年 代 法 医 DNA 分 析 技 术 一 项 突破 性 
进展 ， 使 DNA 分 型 实现 了 高 黎 、 快 速 、 史 敏 的 目标 ， 被 称 为 第 二 代 DNA 分 型 技术 。 

AMP- FLP 图 谱 简 单 ， 纯 合子 个 体 只 有 - -条 带 ， 含 有 二 个 长 度 相同 的 等 位 基因 ; 杂 合 
子 个 体育 一 条 带 ， 含 有 二 个 长 度 不 同 的 等 位 基因 。 法 医学 鉴定 应 用 AMP- FLP AL FILA 
特点 : ` 

1. 高 发 敏 度 。PCR 技术 理论 上 可 以 扩 增 出 单个 细胞 基因 组 DNA， 在 日 常 物证 鉴定 中 ， 
RAE nj AAT] ng ~ pg Ao 

2. 适用 于 陈旧 、 降 解 、 腐 败 检 材 。 小 卫星 VNT 基因 座 多 态 片段 长 度 多 在 1kb 以 下 ， 
微 卫 星 冻 位 的 靶 片 段 一 般 不 超过 400bp， 因 此 模板 PNA 只 要 含有 引物 结合 序列 及 日 的 重复 
序列 区 就 可 以 得 到 扩 增 产物 。 

3. 可 以 进行 多 个 基因 座 复 合 扩 增 检测 。PCR 检测 的 模板 DNA 用 量 少 ， 可 以 进行 多 次 
或 多 个 基因 座 检验 ， 也 可 以 将 扩 增 条 件 近 似 的 基因 座 安 排 在 同一 个 反应 体系 中 进行 复合 扩 
增 ， 增 加 单 次 检测 的 信息 量 ， 

4. 具有 种 属 特异 性 。 在 引物 设计 上 选择 人 类 特 界 的 序列 ， 其 它 物种 DNA 一 般 不 会 得 
到 扩 增 。 

5. 能 够 进行 混合 检 桂 的 个 人 识别 。 对 于 单一 个 体 ，PCR 扩 增 产物 只 有 一 条 或 二 条 谱 
带 ， 如果 有 二 个 或 二 个 以 上 不 同 个 体 来 源 DNA 混合 在 一 起 ， 扩 增 图 谱 中 会 出 现 三 茶 以 工 
的 带 。 由 于 PCR 反应 的 高 灵敏 并， 即使 二 个 个 体 的 DNA 按 1:10 混合 ， 也 能 分 辨 出 来 。 

6. 可 获得 不 连续 的 等 位 基因 频率 。 选 用 的 VNTR 座位 的 等 位 基因 片段 长 度 在 1kb 以 
下 ， 等 位 基因 片段 间 按 重复 单位 数 成 等 差 数 列 ， 电 泳 分 离 后 等 位 基因 判定 有 明确。 等 位 基因 
分 布 呈 不 连续 性 ， 格 体 等 位 些 因 频率 可 以 按 显 性 基 央 统计 方法 计算 。 

7. 实验 周期 短 ， 设 备 条 件 和 操作 相对 简单 。 
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ES, 已 有 许多 小 卫星 VNTR 基因 座 应 用 于 法 医 DNA 分 析 中 ， 如 DIS80, ApoB, pYNZ22 
等 基因 座 〈 表 11 - 1)。 本 章 将 详细 介绍 扩 增 片段 长 度 多 态 性 分 析 小 卫星 VNTR ENE, 


开 11-1 小 卫星 VNTR 位 点 与 基因 组 内 的 定位 











小 卫星 YNIR 基因 座 名 称 基因 组 内 的 定位 
DIS80 (pMCTI18) 1P 

ApoB 2 导 染 色 体 
D17830 (pYNZ22) 17 E š E 1k 
D1S118 基因 座 (p33.4) EREA 
D13111 (p 33.6) 1 q21 - 11 
COLZA? AKRAN IWA (collagen Ü gene) 12q14.3 

IL-6 片 网 胞 介 素 6 基因 【Interleukin - 6 gene) 7p15 - p21 

D4595 4 号 染色 体 
DXS52 Xq28 





11.2 小 卫星 VNTR 基因 座 分 型 基本 技术 


11.2.1 试剂 

1 .DNA 提取 试剂 提取 试剂 名 DNA 提取 章节 。 

2. 引物 ; 寒 核 苷 栈 引 物 长 度 为 18 ~20 个 碱 基 ， 为 人 工 合 成 ， 合 成 后 的 引物 一 般 制 成 
冷冻 于 粉 ， 使 用 前 先 加 超 纯 水 溶解 ， 竺 引物 溶解 后 浏 定 260nm 处 的 消光 吸收 秆 ， 按 公式 计 


. _ O.D {Ë x 40 x 58 $£ f: 8 
算 引 物 稀 释 液 浓度 pmol/L) = REA x 323 


上 式 中 的 40 为 单 链 DNA 在 260nm 波长 处 消光 值 为 10D 时 的 洲 度 ，323 为 一 个 碱 基 的 平均 分 于 量 。 





按 PCR 反应 的 10 倍 工 作 浓度 稀释 引物 ， 分 装 ，- 20 乞 贮存 备用 。 避免 到 复 冻 融 ， 否 
则 引物 易 降解 ，PCR 扩 增 效率 下 降 。 

3.PCR hA: 标准 1 x PCR 缓冲 液 组 分 为 : 10mmol/L Tris- HCl (pH8.3), 50mmol/1. 
KCL, 1.5mmol/L MgC1,, 0.001% 白明 胺 。 一 般 购买 Taq DNA RARA 10 x PCR 缓冲 
液 ， 缓 冲 液 成 分 可 能 有 所 不 间 。 

4.dNTPs: dNTPs 《包含 dATP, dTTP, dCTP, dGTP) 贮存 液 浓度 为 10mmolL 或 
2.5mmol/L， 工 作 液 浓度 一 般 为 200pmol/L 

5.Taq DNA: 聚合 酶 贮存 液 浓度 为 Sual 

6. 特异 基因 座 等 位 基因 分 型 标准 物 (Ladder): 通过 人 和 群 调查 租 选 出 所 有 等 位 基因 片 
跋 ， 经 序列 分 析 确 认 ， 大 量 扩 增 ， 然 后 混合 作为 等 位 基因 分 型 标准 物 ， 也 可 用 公司 制品 。 

7. 琼脂 糖 

8. 30% 丙 烯 酰胺 溶液 

9. 29% wJ P 36 XD Rë Rk Rz pr WE 

10.10% 过 硫酸 胺 溶液 ， TEMED 

11.5 x 载 样 缓冲 液 (pH8.0); 50% HB, 0.4% MW, 0.1% PÆRE, Immol/L 
EDTA 
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12.10 x TBE 溶液 (pH 8.0): 0.9mol/L Tris, 0,6molzL WER, 2mmol/L EDTA 

13. 银 染 园 定 液 : 10 驳 乙醇，5 和 乙酸 

14. 银 染 染色 溶液 ; 12mmol/L AgNO, 

15. RAPER: 0.25mol/L Na,CO,, 0,04% H BE (tm 40% PREF] 1 000m R W) 

16.10% Z ER A 

11.2.2 模板 DNA 制备 与 深度 测定 

模板 DNA 制备 及 DNA 深度 测定 参见 DNA 提 肥 与 定量 部 分 。 对 于 小 卫星 VNTR 基因 座 
RHP - 氯仿 法 提取 DNA 较 好 。 如 果 用 Chelex - 100 方 法 提取 ， 某 些 基 因 座 扩 增 可 能 不 太 
理想 。 

11.2.3 PCR 扩 增 反应 

标准 PCR 反应 体系 一 般 为 SOnl 或 25n， 在 一 个 反应 管 中 将 PCR 反应 各 组 分 混合 后 置 
热 循环 仪 中 ， 设 定 热 循 环 参 数 进 行 扩 增 。 

1. 根据 扩 增 仪 型 号 选择 0,5ml 或 0.2ml 离心 管 ， 标 记 好 每 一 个 离心 管 。 

2. 模板 DNA 用 量 1 ~ 100ng， 对 于 有 机 溶剂 提取 、 酒 精 沉淀 的 模板 DNA， 先 稀释 成 1 
~ 100ngyal， 后 取 ial 用 于 PCR 反应 ; 如 果 为 Chelex - 100 ERW, 一般 有 取 了 ~7n] 用 于 PCR 
扩 增 。 

3. 确定 反应 管 数 ， 然 后 按 表 11 -2 各 反应 组 分 ,计算 10x 缓冲 液 ，dNTPs， 引 物 ， 及 
Taq DNA 聚合 酶 与 灭 菌 超 纯 水 等 总 量 , 表 11 - 2 是 以 DIS80 基因 座 为 例 设 定 的 浓度 与 用 
量 ， 其 他 基因 座 可 参照 设 定 。 


表 11-2 Dls8s0 基因 座 的 50pi 扩 增 体系 各 组 分 合 量 








PCR 反应 液 组 分 P RRE 需 加 的 是 
lx hH 10 x 缓冲 液 Sul 
200umol/L dNTPs 2.5mmol/L del 
0,2pmoLL 引物 1 2umol/ L 5pl 
0.2pmol 工 引物 2 Zumoəl/L 5ul 

模板 DNA l ~ 100ng xul 

Taq DNA $A 1.25u Supl 0.25pl 
KRAH 全 50 pl 


4. 按 下 列 顺序 如 样 : AIKAA, Arh, dNTPs, 3#% Tag B$, RERE 
葛 数 秒 混合 均 写 ， 快 速 离心 数 黎 ， . 

5. 按 每 份 (50 - x) 由 分 装 到 每 一 离心 管 ，x 为 模板 DNA 用 量 。 

6, 最 后 加 入 模板 DNA, Rj, BRH1- 238 18 BJ t 38 w PCR 上 反应 液 。 如 果 扩 增 似 
具有 热 芋 ， 使 用 薄 壁 离心 管 则 无 须 加 石蜡 油 。 

7. 最 后 快速 离心 数秒 ， 放 人 扩 增 仪 肉 ， 设 定 PCR 热 循环 参数 ， 进 行 扩 增 ， 

标准 的 循环 参数 为 95 CEHE Smin 后 ，94 筷 变性 Imin, 60 CE K lmin，32 和 延伸 3min， 
循环 35 次 后 退出 ，72 乞 延伸 7min， 最 后 4 各 保温。 

11.2.4 PCR 扩 增 产物 的 电泳 分 离 与 检测 

不 同 片 段 长 上 度 的 PCR 产物 经 电泳 分 离 后 按 片段 分 子 大 小 彼此 分 离 ， 通 过 谱 带 显现 ， 


186 法 医 DNA 分 析 








可 以 确定 等 位 基因 基因 型 。PCR 扩 增 产物 电泳 分 离 方法 主要 有 : R A ë Bz ra 2k IR VS t 
醇 胺 冯 胶 电泳 。 可 根据 扩 增 产物 片段 长 讼 范围 分 别 选 用 。 

l. PA HB MERE 2k 5 EB 染色 法 

(1) 小 卫星 VNTR 基因 座 扩 增 片段 长 度 --- 般 在 300 ~ 1 000bp 之 间 ， 配 制 1% < 2 % BE BË 
RE, MRR IRA 1x TBE, HRE KEX ldem 以 上 ， 癣 胶 配 制 方法 参见 第 五 章 ， 

(2) 取 10 ~ 1551 PCR 扩 增 产物 与 等 量 载 样 缓冲 液 混 合 加 样 ，1xTBE PS RR HH Hk E ah 
液 ， 在 100V 或 200V 恒 电 压条 件 下 电泳 ， 电 访 时 间 根 据 检测 基因 座 片 段 长 度 确定 ， 一 般 可 
根据 载 样 缓冲 液 中 染料 省 酚 蓝 与 二 甲 茶 靖 蓝 的 位 置 兰 断 。 

(3) 采用 EB 染色， 紫外 灯 下 观察 电泳 分 离 的 DNA 片段 ， 照 相 记录 结果 。 

EB 溶液 直接 加 站 谅 脂 糖 疾 胶 中 ， 这 样 在 电泳 过 程 中 能 随时 观察 电泳 分 离 情 况 , 但 容 
易 污染 环境 ; 也 可 以 在 电泳 结束 后 ， 将 凝 胶 浸 在 EB 溶液 中 ， 然 后 取出 观察 。 琼 脂 糖 凝 胶 
电泳 与 EB 染色 请 参见 第 五 章 。 也 可 以 用 SYBR Creen 代替 EB. 

2. AIEEE REAA ER Eka A 

利用 政 多 的 变性 或 非 变性 聚 丙 烯 酰胺 凝 胶 重 直 电 访 ， 银 染 显 色 方 法 检测 扩 增 产物 。 
# 20 世纪 90 年 代 声 期， 小 卫星 基因 座 的 扩 增 产物 大 都 采用 微型 阳 再 燃 酰胺 凝 胶 (10 x 
8cm 左右 ) 电泳 ， 具 有 快速 、 灵 十 、 操 作 简 便 等 特点 ， 但 分 辩 率 低 ， 目 前 都 采用 长 距离 
(14 ~ 20cm) 的 变性 聚 再 烯 酰胺 凝 胶 电 泳 。 具 体 方法 问 STR 基因 座 。 

结果 的 判读 是 以 已 知 重复 单位 数 的 等 位 基因 分 型 标准 物 (allele ladder) 做 为 参照 进行 
的 ， 以 等 位 基因 重复 数 傅 名 等 位 基因 。 如 样品 的 谱 带 位 置 与 邻近 的 等 位 基因 分 型 标准 物 中 
等 位 基因 65 一致， 则 样品 该 谱 带 为 等 位 基因 6。 


11.3 常用 小 卫星 YNTR 基因 座 












































11.3.1 D1580 基因 座 

D1S80 基因 座 (pMCT118) 定位 于 染色 体 lp, ERE DNA 分 析 中 研究 应 用 较 早 的 一 个 
VNTR 基因 座 。 核 心 序列 为 CGNNGACCACCGGNAAG. 225880 90662 [L U M4R D1S80 基因 座 
B WAG FF URU F: 


AGGCT CCCAG CTCAG GGTGC TCGCT TGGAG CAAAC AGGCC AGAGG GGAGC CAACA 
CAGTG? TGAG GGGCCGATGGACGCT TCCAC TGGCC TCCCC TCATG GACCG GCCCC TCACG 
GTGCC AAGGAAACAG CCCCA CCCATG AGGCG CTGAG AGAAACTGGCCTCCA AACAC TGCCC 
GCCGT CCACG GCCCG CCGGTCCTGCGTGTG AATGA CCCAG GAGCG TAT? CCCCAC GCGCC 
A? ACT GCGAT CAGAT AAGCG 

GCAGC CCA- À CGC- AA C 

ACACA CCACC GGCAA G 

GAGGA CCACC CCAAA G 

GAAGA CCACC GCAAA G 

GAAGA CCACC CCAAA G 

GAAGA CCACC GGCAA G 

GAGCA CCACC GGAAA G 
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GAAGA CCACC GGCAA G 
GAGGA CCACC AGGAA G 
GAGGA ---------- - 


GAGGA CCACT GGCAA G 

GAAGA CCACC GGCAAA G 

CCTGC AAGGGG GCACG TGCAT CTCCA ACAAG ACAAA ATAAA CAAGC CAGAC AGGGC 
TIGTG ACCAG TGTGC CATTT GTCAC。 

Kasai (1989 年 ) 首先 报道 PCR 扩 增 D1S80 基因 座 获 得 成 功 ， 证 实 该 基因 座 重复 单位 
长 度 为 16bp。 明 前 已 发 现 36 个 等 位 基因 【等 位 基因 13 ~ 御 ，50)， 等 位 基因 片段 长 度 范 围 
为 260 ~ 900bp。 其 中 等 位 基因 45 和 50 是 1999 年 才 报 道 发 现 的 。 

国内 李 伯 龄 等 (1991) 首先 报道 了 对 该 基因 座 的 应 用 研究 ， 在 98 名 无 闫 汉族 个 体 中 
# H 22 个 等 位 基因 。 千 今 在 中 国 汉族 人 群 中 已 发 现 29 个 等 位 基因 ， 为 等 位 基因 14 ~ 45。 
基因 座 杂 合 度 大 于 0.84，DP 值 为 0.96， 具 有 高 度 的 多 态 性 。 不 同 群体 等 位 基因 分 布 鼎沸 
A 11 一 3。 














家 11-3 DISS 基因 产 群 体 等 位 基因 分 布 频率 


E O E a e MgO O 
等 位 基因 ”中 国 汉 旗 ”中国 汉族 ”中 国 汉族 ”中国 白族 中 国 壮族 














(沈阳 ) (Hm) (88) {云南 ) (广西 ) 9 人 A 
14 0.0033 0.0048 0.005 _ 0.0044 I 
15 0.0086 0.002 
16 0.0246 0.0048 0.010 0.0043 0.009 0.002 
17 0.0083 0.0129 0.003 0.039 
18 0.2110 0.1154 0.129 0.2414 0.198 0.2477 0.069 
i9 0.0299  0.0385 0.014 0.0129 0.018 0.0044 
20 0.0050 0.0086 0.011 0.0132 0.022 
21 0.0249 0.0241 0.038 0.0172 0.030 0.0310 0.163 
n 0.0150 0.0096 0.014 0.0259 0.023 0.0663 0.071 
23 0.0216 0.0096 0.10 0.0216 0.031 0.0177 0.035 
24 0.1977  0.2644 0.276 0.1983 0.225 0.3496 0.200 
25 0.0332 0.0288 0.050 0.0690 0.036 0.0310 0.051 
26 0.0033 0.005 0.0905 0.045 0.0177 0.014 
27 0.0266 0.0337 0.062 0.0345 0.063 0.0044 0.004 
28 0.0847 0.0769 0.067 0.9690 0.060 0.0354 0.133 
29 0.0465 0.0337 0.024 0.1164 0.035 0.0398 0.045 
30 0.1063 0.1683 0.148 0.0345 0.115 0.0089 0.014 
31 0.1046 0.1346 0.114 0.0086 0.052 0.0663 0.055 
32 0.0166 0.0192 0.014 0.0216 0.023 0.0089 0.004 
33 0.0166 0.0048 0.014 0.0126 0.023 0.089 0.0067 
34 0.0066 0.0177 0.004 


35 0.0066 0,0048 0.0043 0.002 0.004 
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EEJ 
36 0.0100 ooo 0.008 0.0132 
37 0.005 0.0132 
38 0.0017 0.002 
39 0.0017 D.003 
40 D.0044 
41 0.0083 0.0096 0.0044 
4la 
42 0.0096 0.003 
43 
44 0.0017 
45 0.0048 

RAR 0.861 0.8625 0.905 0.8543 0.834 0.788 

DP 0.9501 0.958 


对 D1S80 基因 座 一 些 等 位 基因 序列 测定 分 析 发 现 ，D1S80 基因 座 不 仅 有 重复 单位 数目 
的 差异 性 ， 而 且 在 一 些 重 复 区 域 有 核 苷 酸 的 取代 ， 出 现 一 些 限制 性 内 切 酶 的 切 点 ， 具 有 了 厌 
基 序 列 多 态 性 ， 可 以 采用 PCR - RFLP 或 PCR - MVR 方法 测定 ， 提 高 个 人 识别 力 。 如 在 
D1S80 基因 座 S 区域 有 Hinf I */ Hinf I 和 Tsp509 ]*/ Tsp509 丁 -等 二 等 位 基因 多 态 性 ， 
增加 了 基因 座 的 遗传 多 态 性 。 图 11 -1 FEA, B. C 样品 在 AMP - FLP 图 谱 中 表现 为 相同 基 
因 型 ， 进 一 步 用 内 切 酶 酶 切 PCR 产物 后 ， 三 个 样品 的 电泳 图 谱 各 不 相同 ， 表 现 出 差异 性 。 








RAE TTET 





| 


到 3 
图 11-] D1S80 基因 座 的 PCR- RFLP 分 析 


l: 未 经 处 理 样 品 ; 2: Hif [ 丁 切 ; 3: Tsp509 I H; M: DLS80 等 位 基因 分 型 标准 物 (Ladder) 
A: 等 位 基因 24T -24T; B: 24G- 24T; C; 240 -240; D: 17C -24T 


Antonio Alonso 报道 正 向 链 引 物 5' 端 第 61 ERARA CT 的 转换 ， 产 生 HinfI 的 酶 切 位 
点 。 在 西班牙 人 群 中 Hint 1 * 和 HinfI "频率 分 别 为 0.49 和 0.51， 杂 合 度 为 0.50， 并 发 现 
等 位 基因 18 与 Hifl * 相关 ， 等 位 基因 24 与 Hinf 1 相关， 其 它 等 位 基因 的 Hinf1 +/- 表 
现 为 随机 性 (图 11 -2)。 吴 微微 等 和 人 (1998) 报道 在 中 国 汉族 群体 中 Hint E+ Hinf] ` 
频率 分 别 为 0.70 和 0.30。 但 是 G. Watanabe (1997) 测序 证 明 是 正 向 链 引物 5' 端 第 58 位 核 
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FERE GT 的 题 换 〈 图 11 -3)， 而 不 是 第 61 位 核 十 酸 。 等 位 基 央 16 的 第 58 + E P ñE 
为 CG， 有 Hif! 的 基点 ， 而 等 位 基因 24 的 则 为 T。 另 外 ， 第 58 位 G>T 转换 产生 Tsp5091 








1 as 35 3738 39 40 4E 


图 11-2 D1580 基因 座 Hinf] RFLPZVNTR 单 信 体型 的 频率 {82 个 西班牙 人 ) 
(BW) Hif I+ AYNTR E, (LO) Hinf 1- ZVNTR 单 体型 


.40.. . . 50 . . BO. —. l. (00... .8O ， 
G GCCGG TECTGOG TG TGAA idhe TCAGGAGCG TA 1 I CCCCACGCG 


i Im 
i x 


Mh WI ly Ni W i "1 


b G GCCGG ICCTOGCG TG TOAAT TAC I CAGGAGCG TA T T CCCCACGCG 


i LIBNA S 
| MN Mi PA yh wM 网 K _ IN N 


图 11-3 DiS80 基因 座 司机 序列 分 析 结 果 【 正 链 引物 5 端的 第 38 - 82 TARM) 
: DISO EARR HT IEA 16 b: 等 位 基因 34; BH PW 3280 4B 9238 x 
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以 日 本 人 群体 单 倍 体型 数据 分 析 ， 除 等 位 基因 24 属 十 者 外 ， 大 多 数 等 位 基因 属于 
GH, GEE D1S80 基因 座 原 始 的 VNTR 等 位 基因 进化 中 发 生 了 G -T 的 转换 ， 产 生 了 
等 位 基因 24 的 二 态 性 特征 。Albaran 等 人 认为 等 位 基因 18 和 24 可 能 是 D1S80 基因 座 原 始 
的 VNTR 等 位 基因 ， 含 有 G 型 的 等 位 基因 来 日 于 等 位 基因 18， 含 有 T 型 的 等 位 基因 则 来 自 
于 等 位 基因 24。 

除了 第 58 ARF GTM, 还 有 其 它 位 置 的 碱 菇 序列 恋人 化 。Harashim (1997) 在 
分 析 180 个 日 本 人 时 发 击 在 18 个 等 位 基因 27 中 ， 有 5 个 等 位 基因 为 等 位 基因 27 的 变异 
E, ñ 6 名 非 变性 凝 腕 中 电泳 位 于 等 位 基因 26 - 27 之 间 ， 与 等 位 基因 27 很 接近 ， 它 们 碱 
基数 均 为 578bp， 与 标准 等 位 基因 27 重复 单位 组 成 相同 ， 但 序列 不 同 ， 碱 基 恋 化 只 发 生 在 
重复 单位 内 ， 侧 机 序列 与 标准 等 位 基因 没有 区 别 ， 可 分 成 Y1、 和 V3 三 个 亚 类 【图 11 
-4，5)。 与 标准 等 位 基因 比较 ，V1、V2、V3 碱 基 到 代 分 别 发 生 在 第 18、12、8 个 重复 位 
A (图 11-6)。VW1l 中 有 12 个 不 同 的 重复 子 ，VY2 有 7 个，V3 有 6 个 不 同 重复 子 ， 从 这 个 
观察 结果 和 防 测 DIS80 基因 座 其 他 等 位 基因 的 变异 体 ， 如 等 位 基因 17，22，23，24，25 或 
31 也 可 能 由 相同 重复 单位 组 成 ， 供 重复 单位 排序 不 同 。 用 EcoR U 酶 切 所 有 等 位 基因 27, 
发 现 标准 等 位 基因 27 与 变异 体 的 酶 切 图 谱 不 同 〈 表 11 - 4)，317bp、269bp、253bp 片段 在 
PAG 图 上 迁移 率 不 同 (图 11 -7)， 可 以 区 分 变异 体 。Y3 和 标准 等 位 基因 27 比较 ， 有 
269bp， 没有 48bp 的 带 ， 区 别 于 变异 体 。 用 Msp 工 酶 切 ，V] 产生 9 个 片段 ，V2 为 8 个， 
V3 为 7 个 片段 ，192bp 只 产生 于 标准 体 中 ， 因 V3 没有 64bp 和 48bp 片段 可 以 与 V1、V2 区 
HF, V2 内 缺乏 32bp 片段 区 别 于 VI, 





























4= 28 
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图 11-4 D15S80 基因 座 等 位 基因 27 和 变异 体 的 聚 两 烯 酰胺 凝 腑 6%) 电泳 图 
2: 标准 等 位 基因 22224; 3: ERIE L724; 4: 栾 异体 2724; 5: 变异 体 $28 
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1 10 20 an 40 5g öt To 
S , CAAAC TOYE TOCAR ACACT GCCCG CCOTC CAGGG CCOOC CGG CGCG [GTA AIGAC TCAGG MOT ATTOC 
Fl, ----- ----- ----- =- ttre -o annee n aae ----- ae enee a -.... Á 


liG 117 120 130 tab 156 160 10 
Š : AAGCG CTGGC MCAGT GTOAG TEOMA GGAAG ACACA CCACA GGCAA (KAGG AFCAC Ch AGGAA GACCA CCGGA 


yl. mr er- -oema mer -tuam T= 

ya; 1777- ----- -oem ----- -4e me- -a meere = teen ----- -a meee s 
110 220 = 可 240 Im) 260 zT! 

BAM AG GAGGA (CACC GGAAA GGA ACCAC (WOA AGGAG GACCA (LCGC AAGGA UCAGC ACCAC GAM 

DESE- 

y2: === mre- -eem ----- Á At rn- =- -~ merer Á À ---- === G- feer- 

y4: 1777- ----- -~ ==- -== mme 4- ----”----- -— ----- ----- ----- ----- ----- ----- 
310 Ri 440 340 350 360 370 


Š , MAA GGACC ACCAC CAGA AOGAG GALLA LCAGL BAGGA GGALC ACTAG GMAT AGGAC CACCA COAAG GAGE 
VI: 


-- ----- -"--- ----- ----- ----- --4-- i ----- 





YIr -一 -- ----- =+- aa merae -o i b ==--- ---+- ==- 2 e -=m sme- -o He 
YJ; =- 
410 Ei 130 4 430 w Eig) 


S AGGAG GACCA CCAGG MAGGA OGAOC ACUAG GAAGC AGGAC CADOG GCAAG GAGGA CCACC AGGAA CUACA ACCAC 
YL. ----- Ah---- ----- ----- ----- ----- ----- ----- ----- ----- ----- -一 -- ---------- ---…- 


310 20 330 i 54 550 750 570 
Š : GGACC ACCAG GAAGG AGGAC CAC1G GCAAG GAAGA CCACC GOCAA GOCIU CAAGG GGCAC FIGLA [OTEC AACAA 
vI, 


B0 90 100 
CCAG CYKCA GCACT GATT CAGAT 


180 130 200 
AAGA MACC ACOG AMAGG AAGAC 
----- ----- -- a=- C= 0- 
=== ----- -- A--[---- -6 -~ 

280 250 300 


AGGAC LACTA dR GAGGA CCRC 


=== 2222. = 站--- -=---- --- 





380 360 400 
CCACE AGGAA GGAGG ACCAC CAGCA 
----- f-T-- ----- ----- ---G- 


-2 ----- -~ -= 一 


PG 490 500 
CAGA AGGAG A CCMA AAGGA 








图 11 -5 DIS8 基因 座 等 位 基因 27 和 三 种 变异 己 的 序列 


S: METRAR 27; Vi- V3: 变异 体 





Rep. No 1 a 3 à 5 ú 7 8 U W ll 12 15 U 
š: TIHZEH3S HIH SH3H8 HF HS HO H E TDS 
vi: TTIH2H3H2H5H3H7H38H8HUHuHs HHRH 
v: IHIH HIHA HEHA HHE HF HE HOHHH 
YE HEHNIHIHTHSH HEH HHGH Hið 



































JHHAREHE 


Rep. so 15 14 17 18 19 20 21 22 233 24 gom 27 



































s: TSHUOHSHOH32H5H3SH8HIHSHSRDHZF [六 
w: TSHRSƏH8HS HIH EHS HEHHE HS HEHEH D 
HHSHEH9 SH HI Hh E 








; TEARC CAAD GAAG 

L MCAQA GACA QUCAA C 
| GAGGA CCACC GOAAA G 
2 GAAGA CCACC DEARA G 
; GAMA CCACA GOCAA G 
' UAGO6A CCACA GOUAA G 
: GAAGA CCACC RA G 
1 GALGA PFC OCGCCAA G 
L A CCAUC O AGGAA G 
TOAGA CUACU AGCAA G 
T CAGAA CCACC AGUAA G 
LAGA LAT GOCAA G 


图 11-6 D1580 基因 座 标准 等 位 基因 27 MERKEN S iFa 


S: 标 淮 等 位 基因 27; yi- M3: ERI 
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269 bp 一 < 317 bp 
253 bp 
+ 192 bp 
e 115 bp 
e 96 bp 
= 64bp 
48 bp 一 Í 
= 32 bp 





图 11-7 标准 等 位 基因 27 和 变异 体 EcoR 工 或 Msp 工 酶 切 图 谱 
1: PBR322 -~ Haelll; 2-5: EcoR | 处理 ;6-9: Msp 工 处 理 











` 
表 11-4 扩 增 片段 限制 酶 切片 段 大 小 
片段 太 小 EcoR [Í Msp 1 >. 

(bp) S Vl V2 y3 Š ¥1 v2 v3 
317 和 

269 十 十 

253 + 

192 + 

115 + + + + 
96 + + + + 
70 + + + + 

64 + + 

48 + + + + + 

39 + + + + 
38 + + + 
32 + + + + + + + + 
16 + + + + + + + + 
4 + + + + 





(1) 引物 序列 5'- GAA ACT GGC CTC CAA ACA CTG CCC GCC G — 3' 
5 GTC TTG TIG CAG ATG CAC GTG CCC CTT GC - 3' 

(2) PCR 扩 增 反应 ”50pi 反应 体系 ,含有 0.4 ~ 5ng 模板 DNA, l0mmol/L Tris - HCI 
(pH8.3), 50mmol/L KCI, 1.5mmol/L MgCl;, 0.001% AR, 2O0umol/L dNTPs, O. 2umol/L 
的 每 种 引物 ，1.25u Tag R EM 

(3) PCR 热 循环 参数 ”95 人 变性 2min， 然 后 按 95%45s, 67% Imin, 70% 3min ， 扩 增 
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循环 35 次 ， 最 后 72% 7min， 退 出 循环 。 

或 95 C lmin, 65% Imin, 72C lmin，30 个 循环 ， 最 后 72% 7min。 

11.3.2 APOB # E] PE 

ApoB (apolipoprotein B) 基因 座位 于 人 类 染色 体 2p24 - p23 (GDB: 4230792)， 是 低 密度 
吕 恒 白 爱 体 的 配 体 ， 以 ApoB - 100、ApoB - 48 两 种 形式 存在 。ApoB VNTR 位 于 载 脂 蛋 白 B 基 
A 3' 末 端 码 区 的 0.5kb 处 ， 这 是 一 个 富 含 A- 丁 翼 基 的 小 卫星 区 域 ， 售 有 加 个 碱 基 对 ， 由 两 
种 结构 的 亚 单 位 捉 联 重复 序列 构成 。 这 两 个 亚 单 位 分 别 是 和 YY， 序列 为 ATAAT- 
TAAAATATTT 。 最 早 由 Erie Boeiwinkle (1989) 用 PCR 分 析 3'ApoB 多 态 性 ， 目 前 已 发 现 有 24 
个 不 同 的 等 位 基因 ， 片 段 长 度 为 570 ~ 900bp 或 580 ~ 910bp (J.Schnee - Griee，1991)， 等 位 基 
因 频 率 见 表 11 - 5。 国内 自从 李 伯 龄 等 (1992) 报道 在 100 倒 北 京 地 区 汉族 个 体 查 出 11 个 等 
位 基因 以 来 ， 至 今 已 发 现 16 种 等 位 基因 (等 位 基因 27 ~ 50), 43 种 基因 型 ， 基 因 频 率 为 
0.0025 ~ 0.37530， 最 常见 的 等 位 基因 为 33〔 频 率 0.3750) 和 33 (频率 0.1825)， 频 率 最 低 的 等 
位 基因 为 27 (0.0025)。 最 常见 的 基因 型 为 和 35-353、31 -5 和 和 33-35。 淋 合 度 为 0.79, 个 人 
识别 机 率 {DP》 为 0.95。 然 而 ,其 他 人 人 群 中 等 位 基因 37 最 为 常见 。 


表 11-5 ApPOB 基 因 座 等 位 基因 频率 























等 位 基因 — m £ 
Renges (GKWA) 德国 人 法 国人 西班牙 人 美国 时 人 

15 0.0005 
17 0.0009 
22 0.0027 0.031 
25 0.005 
站 0.005 
28 0.005 
29 0.009 0.004 0.0055 0.036 
30 0.000 0.0055 0.020 
3] 0.131 0.093 0.065 D.0765 0.046 
32 0.005 D.000 0.010 
33 0.061 0.040 0.054 0.0574 0.097 
34 0.002 0.000 0.005 
35 0.364 0.254 0.217 0.2322 0.168 
36 0.005 0.006 0.0027 0.005 
37 0.248 0.370 0.404 D.3852 0.199 
38 0.009 0.000 0.005 
39 0.042 0.037 0.052 0.0301 0.092 
4 0.0123 0.023 0.0191 0.097 
43 i 0.002 0.002 0.0191 0.071 
45 0.007 0.004 0.0574 0.046 
47 0.042 0.072 0.071 0.0956 0.026 
49 0.061 0.088 0.077 0.0109 0.026 

` 51 0.009 0.013 0.027 0.000 
53 0.006 0.005 
H 0.7764 ` 
DP 0.9238 








ik: PARRA RAAE RAAE, (IH TUR SME S SI Sr. E A E REAREN AEA. 





194 法 医 DNA 分 析 





(1) 引物 序列 5'- ATG GAA ACG GAG AAA TTA GC — 3' 
5' — CCT CTC ACT TGG CAA ATA C - 3 
或 5'- TGC AAA CCG AGA AAT TAT GGA GC — 3 
5' ~ CCT TCT CAC TTG GCA AAT ACA ATT-3' 

(2) PCR 反应 体系 25 站 反应 体积 ， 含 有 5 ~ lOng DNA, 1x PCR E (10mmol/L 
Tris - HCL, pH 8.3, 50mmol/L KCI, 0.001% HIERE), 1.5mmol/L MgCl;，200pmol /1. dNTPs, 
O.2umol /L 每 种 引物 ，1.0u Tag DNA RAM 

(3) PCR 热 循 环 参 数 BTT Imin, 58C 6min, ME 30 个 周期 最 后 700 延伸 6min, 
退出 循环 。 

11.3.3 D15118 基因 座 

D15118 基因 座 又 称 p33.4， 定 位 于 1 号 染色 体 ， 是 一 个 GC 会 量 较 高 的 基因 座 ，Tm 值 
为 68% ， 重 复 单 位 碱 基数 为 64bp，5' 及 3' 端 侧翼 碱 基数 分 别 为 11bp 和 96bp。 

经 对 100 个 中 国 汉人 人 调查， 发现 有 8 个 等 位 基因 【等 位 基因 7、10 ~ 15)， 在 等 位 基因 
13~ 14 之 各 发 现 一 个 片段 长 度 介 于 两 者 之 问 的 的 罕见 等 位 基因 ( 表 11 —- 6 的 等 位 基因 
14" )。 等 位 基因 片段 长 度 为 603 ~ 1115bp， 基 因 频 率 0.005% ~ 0.535 名 ， 等 位 基因 频率 如 
表 11-6， 杂 合 度 为 8.64，DP 值 为 0.845。 


表 11-6 ?334.4 基 因 座 等 位 基因 频率 【 季 安 全 |] 








等 位 基因 频率 
7 0.03 
10 0.01 
11 0.03 
12 0.19 
13 0.535 
14 0.005 
14 0.18 
15 0.02 

条 合 度 I 0.64 
pP 0.845 





1. 引物 序列 s'- CCG CGC CAG ACC CCA GCT CCT CAG — 3' 
5'—- CCA GCA TAG CGO CTG TEC TGG GCT - 3' 
2.PCR 反应 体系 ”50pl 反应 体系 ， 8A 50mmol/L KCI, I0mmol/L Tris- HC] (pH 8.3), 
l.5mmol/L MgCl, 0.001mg/ml H BARE, 200umol/L dNTPs, O.2umo/L 每 种 引物 ，1ng ~ lug 
基因 组 DNA, 95C y JE 5min 后 加 人 1.25u Tag DNA RAM, PE W MS B f bB T DNA 
热 循 环 仪 中 - 
3.PCR 热 循 环 参 数 ”95 乞 变性 mn，72 人 退火 及 延 信 4min，35 个 循环 结束 后 再 在 72"C 
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延伸 7min。 

11.3.4 D17530 基因 座 

D17S30 XAR pYNZ22， 是 Wolff 于 1988 年 报道 的 :个 VNTR 基因 座 。 尼 定位 于 人 17 号 
染色 体 短 臂 ， 由 一 个 70bp 重复 单位 构成 ， 其 核心 序列 为 TGG AGT CTC TCG GTG TGC GTC 
AGA CT， 呈现 高 度 多 态 性 和 个 体 特征 。 

在 中 国 汉族 中 共 发 现 15 个 等 位 基因 Al ~ A15， 以 123bp DNA 分 子 标准 物 或 X174/ 
Hae 开 作为 分 子 量 标 准 ， 等 位 基因 片段 长 度 为 168 ~ 1148bp， 杂 合 度 为 0.82 左右 ，DP 值 大 
于 0.94， 等 位 睹 轩 命 名 没有 采用 同 际 通用 命名 法 ， 市 是 根据 片段 大 小 按 从 小 到 大 排列 分 
型 ， 将 最 小 的 等 位 基因 命名 为 A1， 随 后 依次 类 推 。 各 文章 报道 的 群体 数据 表 观 上 有 所 不 
mj, ELR 11 - ?， 这 可 能 与 调查 的 群体 样本 数目 大 小 有 关 。 在 云南 白族 人 群 等 位 基因 频 
率 分 布 与 汉族 有 显著 差异 《了 欧 炯 文 等 1996)。 

D17S30 基因 座 易 发 牛 较 小 等 位 基因 优先 扩 增 ,尤其 是 当 模 板 DNA 基 低 时 ， 易 造成 等 
位 基因 丢失 . 

















表 11-7 pYNZ22 基因 座 各 等 位 基因 频率 分 布 
等 位 基因 ”中 国 汉 族 (北京 ) PARE PAHIR (云南 ) HMPA 意大利 大 














Al 0.100 0.1571 0.0365 0.088 
A2 0.179 0.1000 0.1934 0.206 
A3 0.304 0.0308 0.0524 0.1934 0.132 
a4 0.142 0.0885 0.2190 0.2518 0.240 
A5 0.108 0.078 0.1048 0.0438 0.064 
A6 0.075 0.0192 0.1381 D.O511 0.054 
A7 0.021 0.3538 0.0905 0.0146 0.005 
A8 0.042 0.0346 0.0667 0.0255 0.024 
A9 0.021 0.0885 0.0095 0.1058 0.064 
A10 0.004 0.0769 0.0476 0.0620 0.083 
All 0.004 0.0615 0.0095 0.0182 0.024 
Al2 0.0731 0.0048 0.0036 

A13 0.0308 0.015 
Al4 0.0192 

A15 0.0514 

RRE 0.73 0.8263 0.8778 0.8427 T 

DP Ë 0.938 0.9494 0.9647 0.9453 


1. 引物 序列 5- AAA CTG CAG AGA GAA AGG TCG AAG AGT GAA GTG -3' 
5'- AAA GGA TCC CCC ACA TCC GCT CCC CAA GTT- 3 
2.PCR 反应 体系 20u 反应 体积 ， 含 有 每 种 引物 0. 2pmo/L, Hik DNA 5 ~ 50ng, Taq 
DNA 聚合 酶 1.2u, dNTPs 200umol/L, MgCl 1.6mmol/L, 1x PCR 标准 缓冲 液 ， 
3 PCR 热 循 环 参数 943 30s, 5530s, 72 © 60s, $ 和 0 循环 ， 最 后 72 % 7min, E 
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出 循环 。 

或 97% Imin, 63% Imin, 72C 6min，3 个 循环 后 95% Imin, 63% Imin, 72 人 C6min, 
30 个 循环 ， 最 后 72 C Tmin 退出 循环 。 

11.3.5 DISI11 基因 座 

D1S111 基因 座 又 称 p 33.6， 定 位 于 人 染色 体 1 q21 - 1q31, 是 Jeffreys 等 人 1988 年 首先 
报道 的 一 个 VNTR 基 固 座 ， 因 用 33.6 探 针 检测 发 现 该 小 卫星 ， 故 称 为 p33.6 基因 座 
《Loupar ，1991) 。 核 心 序列 为 37bp，5' 端 非 重复 碱 基 为 4bp，3' 端 非 重复 碱 基 为 45bp。 已 
检 出 14 个 等 位 基因 ， 核 心 序列 重复 数 为 9~22， 片段 长 度 为 430 ~ 925bp， 杂 合 度 0.76 ~ 
0.72，DP 值 60.916~0.9456。 在 中 国 群体 中 检 出 12 个 等 位 基因 ， 按 照 等 位 基因 片段 长 虚 的 
顺序 以 Al - Al12 命 各 ， 等 位 基 央 频率 见 表 11 - 8, 


表 11-8 rp33.6 基 因 座 基因 频率 分 布 














I Al 0.07 
A2 0.165 
A3 0.015 
A4 0.02 
A5 0.27 
A6 0.02 
A7 0.05 
A8 0.02 
A9 0.02 
A10 0.03 
All 0.01 
Al2 0.02 





1. 引物 序列 s'- TGT GAG TAG AGG AGA CCT CAC ATT -3 
5' ~ AGG TGA GAC ATT ACT CAA TCC AGG — 3 

2.PCR 反应 体系 50a 反应 体系 ， 含 有 50mmolL KC, l0mmol/E Tris 一 HCL (pH 8.3), 
1.5mmol/L MgC1,, 0.001mg/ml HEE, 200pmol/L dNTPs, O.26molzL 每 种 引物 ，l1ng ~ bug 
DNA，95 爷 变性 Smin 后， 加 人 1.25u Tag DNA RGE., RADHA aa i et T DNA 热 循 
环 仪 。 

3.PCR 热 循环 参数 ” ”95 区 变性 Imin, 60% jË J Imin, 70C fh 4min, 35 个 循环 后 再 
70TH fH 7mins 

11.3.6 COL2A1 基因 座 

COL2A1 HARRA AXRREANINÆ (collagen [ gene) (GDB: 9862018), 定位 于 
li2qt4.3， 是 该 基因 3' 端 富 合 AT PC PË 60) — A YNTR 基因 座 ， 重 复 单 位 31 ~ 34bp, CEE 10 
个 等 位 基因 ， 陈 松 等 (1996) 在 中 国 汉 族人 群 检 出 7 个 等 位 基因 ， 等 位 基因 片段 长 度 为 
600 - 900bp， 等 位 基因 频率 为 0.025 ~ 0.395, 2AE 0.697, DP fë 0.845. 
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. 引物 序列 5'- CCA GGA TAA GGT TCA CATCT-3 
5' — GTC ATG AAC TAG CTC TGG TG- 3° 
2.PCR 反应 体系 50] 反应 体系 ， 人 含有 SOmmol/1. KC, 10mmol/1. Tris- HCT (pH8.3), 
1.5mmol/1. MgCls，0,001mg/ml ÉI BH Rë, 200pmol/L 的 dNTFES，0.1pmolL 的 每 种 引物 ，l1ng 
~ lpg DNA，95f 热 变性 后 ,加 人 1.25u DNATaq X A Mo 
3,PCR P ISMER EA 95 CEPE Imin, 62% (或 55°C) 退火 1min，72 和 延伸 4min，35 
AIEE 72 名 延伸 7min。 
11.3.7 TL- 5 基因 座 
TL —- 6 基因 座 是 人 类 白细胞 介 素 6 基因 (Interleukin - 6 gene), 3988 80 A AT 区 域 的 一 
个 VNTR 茶 因 座 ， 定 位 于 7p15 - p21。 在 中 国 汉 族人 群 中 已 检 出 5 个 等 位 基因 ， 等 位 基因 
片段 长 度 为 600 ~ 800bp， 等 位 基因 频率 为 0.03 ~ 0.5905， 杂 会 度 0.592，DP 值 0.791. 
1. 引物 序列 5'- GCA ACT TTG AGT GTG TCA CG -和 
5' - GCA GTG ATG GAT GCA ACA C—3’ 
2.PCR RMO 50a EMIR, 2 5Ommol/L KC., 10mmol/L Tris- HCI (pH 8.3), 
1.5mmo/ L MgCh, 0.001mg/ml Á BH RE, 200umol/L dNTPs, O.lpmo/L 引物 ，lng ~ Iug 
DNA, STREBA 1.25u TaqpNA 聚合 酶 。 
3.PCR 扩 增 循环 参数 ”95 乞 变性 Imin, 55% 退火 lmin，725 延 作 Amin, 35 个 循环 后 
72 和 延伸 ?min。 
11.3.8 D4595 基因 座 
D4S95 基因 座 定 位 于 人 类 第 4 号 染色 体 ， 与 Huntington 疾病 有 关 。 在 中 国 汉族 人 群 中 
己 检 出 7 了 个 等 位 基因 ，18 种 不 同 的 基因 型 ， 片 段 长 度 为 910 ~ 1156bp， 重 复 序列 长 度 为 
39bp， 基 因 频 率 为 0.005 ~ 0.356。 
I. 引物 序列 ”5' -GCA TAA AAT GGG GAT AAC AGT AC- 3 
5’ - GAC ATT CCT TTA TAG CTG TGC CTC AGT TT- 37 
2.PCR 反应 体系 50d 反应 体系 ， 含 有 50mmo/L KC], 10mmol/l. Tris- HCl (pH 8.3), 
1.25mmol/L MgCh, 0.025% BSA, 200umol/L dNTPs, 1.25#mol/L 两 种 ，lng ~ leg DNA, 
CHEEMA 1.25u DNA Tad 聚合 酶 。 
3.PCR 扩 增 循环 参数 STEE Imin, 60%3B K 2min，72 亿 延伸 3min，3 和 0 个 循环 。 
11.3.9 DXS52 基因 座 
DXS52 基因 座 定位 于 人 类 染色 体 Xq28， 与 A 型 血 友 病 基 因 (hemophilia A) 紧密 连锁 ， 
由 Obere 等 人 于 1985 年 发 现 。 重 复 单 位 长 约 60bp， 侧 区 序 刻 长 约 650bp。 已 检 出 16 个 等 
位 基因 〈 表 11-9)。T 染 色 体 上 无 DXS52 基因 座 ， 男 性 只 有 一 个 DXS52 基因 ，DNA 的 扩 
增产 物 只 有 一 条 带 。 女 性 有 两 个 DXS52 基因 ， 扩 增产 物 可 出 现 “条 带 ( 纯 合 子 }， 也 可 出 
现 两 条 带 (RAT). PE K ik BJ A PE 8 0.77, DP 值 0.93, 在 男性 中 DP 8 1 
0.89, 
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表 11-9 DX552 基因 座 等 位 基因 频率 
































Q 频 率 
等 位 基因 F E] JK: ELF A 
— i 0.171 0.120 
4 0.051 0.000 
5 0.025 0.000 
8 0.006 0.000 
9 0.063 0.002 
10 0.120 0.020 
11 0.221 0.100 
12 0.089 0.000 
13 0.051 0.000 
14 0.070 0.140 
15 0.025 0.020 
16 0.051 0.360 
I8 0.025 0.000 
29 0.032 0.120 
37 0.000 0.080 
39 0.000 0.020 


1. 引物 序列 5'- CCC ATG TCA TCACTT CTC TCA TCT T- 3' 
5' - CAC CAG TGC CCT CAC GTC ACT T - 3° 
2.PCR 反应 体系 20k 反应 体系 ， 含 有 50mmol/L KC, 10mmol/L Tris - HCL (pH 8.3), 
1.5mmol/L MgCl;，0.001mg/mi 白明 胶 ，200pmolL 的 dNTPs, 20pmol 的 引物 ，10 ~ 20ng 
DNA, 0.5u Taq DNA RAM, 5% F WR. 
3.PCR 扩 增 独 环 参数 94 PE Imin, 58TH K 2min，72 乞 延伸 3min，30 个 循环 。 


11.4 小 卫星 VNTR 扩 增 分 析 应 用 中 注意 事项 


扩 增 片段 长 度 多 态 性 分 析 应 用 PCR 扩 增 技术 将 某 一 VNTR 基因 座 的 等 位 基因 片段 扩 增 
出 来 ， 然 后 通过 电泳 技术 将 这 些 扩 增 出 来 的 片段 按 大 小 分 离开 来 。 为 保证 结果 的 准确 ， 在 
检验 中 必须 注意 PCR 反应 中 涉及 的 每 ~- 环 节 和 因素 。 

11.4.1 污染 问题 

污染 问题 是 PCR 技术 的 一 个 共性 问题 ， 包 括 样 总 DNA 污染 以 及 反应 体系 试剂 污染 等 ， 
将 严重 干扰 PCR 分 析 ， 详 见 PCR 章节 。 

11.4.2 模板 DNA 

模板 DNA 的 量 和 质 影 响 PCR 扩 增 。 模 板 量 太 少 ， 得 不 到 扩 增 产物 ; 异 板 量 太 多 ， 扩 
增 特异 性 会 降低 ， 非 特异 带 影响 结果 的 判读 。 小 卫星 VNTR P A A BHAR, HEER 
STR 低 ， 一 般 模 板 DNA Æ 1 ~ 100ng 为 宜 ， 在 进行 PCR 反应 前 最 好 进行 DNA 定量 . 

有 时 也 会 出 现 因 模 板 DNA 太 儿 反而 得 不 到 扩 增 ， 主 时 原因 是 模板 DNA 不 纯 ， 含 有 一 
些 Taq DNA 豪 合 酶 抑制 剂 ， 如 斑 靖 检 材 DNA 含有 载体 的 染料 、 血 痕 中 的 血红 素 等 。 稀 释 
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样品 DNA 浓度 可 降低 抑制 物 的 浓度 ， 取 得 良好 效果 。 如 果 在 一 系 询 浓度 比例 下 仍 得 不 色 
扩 增 ,说 明 模 板 DNA 液 中 含 太 多 的 聚合 酶 抑制 物 ， 需 要 纯化 模板 DNA. 

11.4.3 较 小 等 位 基因 优先 扩 增 
1 于 小 卫星 YNTR 的 串联 重复 单位 相对 较 大 ， 等 位 基因 片段 间 兵 度 相差 很 大 ， 易 产生 
铵 小 等 位 基因 优先 扩 增 现象 ， 二 个 等 位 基因 扩 增 产量 差异 明显 ， 易 将 杂 合 子 误 判 为 纯 侣 
F., 尤其 是 D17S30，ApoB 基因 座 ， 这 种 现象 更 为 常见 。 模 板 DNA BERT, BADAM 
等 位 基因 丢失 。 当 微量 检 材 的 检验 结果 为 一 条 谱 带 的 纯 合子 时 ,分 地 时 更 加 以 注意 ， 以 免 
造成 错 判 。PCR 反应 前 进行 模板 DNA 定量 ， 以 避免 扩 增 中 较 大 等 位 基因 严 失 的 吓 能 性 。 

11.4.4 降解 DNA 样品 大 等 位 基因 的 入 失 

轻 度 降解 的 模板 DNA 一 般 不 会 影响 VNTR 基因 座 的 检验 ， 但是， 如 果 DNA 严重 降解 ， 
较 大 的 等 位 基因 就 吕 能 不 被 扩 增 ， 使 杂 合 子 样品 呈现 为 纯 合 于 型 建议 在 进行 PCR S y 
前 用 琼脂 糖 码 腕 电泳 检查 模板 DNA 分 子 的 质量 ， 观 察 是 否 人 存在 降解 以 及 降解 的 程度 ， 以 
利 对 结果 的 解释 。 

11.4.5 试剂 和 仪器 质量 及 性 能 

PCR 引物 Taq DNA 聚合 酶 等 试剂 及 扩 增 仪 的 质量 和 人 性 能 必须 符合 分 再 检测 的 技术 标 
WE, 

不 同 厂家 的 Tag DNA 8 S BE 56 JA $ë S], BHRAT 3 ak AS [8] GURAME 
验 。Taq DNA 聚合 酶 要 求 在 - 20 C 低温 保存 ， 幅 存 浓度 为 5uA1l， $ EE KER EE HET 
一 段 时 间 后 易 失 活 。 引 物 反 复 洪 融 ， 易 引起 降解 ， 引 物 应 分 装 冷 凉 保 存 。 进 行 PCR 反应 
时 ， 要 求 设 壮 已 知 分 型 结果 的 样品 作 阳 性 对 照 ， 以 检测 反应 系统 是 否 准 确 有 效 。 

不 同型 号 的 热 循 环 仪 ， 控 温 宙 制 不 同 ， 温 度 变化 速度 不 同 、 应 定期 测试 与 校正 ， 以 达 
刘 最 佳 扩 增 效 果 。 
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第 十 二 党 MEE (STR) 基因 座 概述 及 检验 方法 


12.1 STR 基因 座 概述 


12.1.1 STR 基因 座 特 征 

重复 单位 长 度 为 2~ 6bp 的 重复 序列 称 为 微 卫 星 序 列 ， 也 叫 短 串 联 重复 序列 (short tandem 
repeat, ST) ,或 简单 序列 重复 (simple sequence repeats , SSRs) ,统称 STR。STR 基因 座 重 复 序 列 串 
联 排 列 ， 基 因 座 扩 增 片段 一 般 在 400bp 以 下 。STR 基因 座 更 适合 于 PCR 扩 增 而 没有 优先 扩 增 
的 问题 ， 因 为 在 STR 基因 座 订 合子 个 体 的 二 个 等 位 基因 大 小 比较 相近 。 目 前 ，STR 是 法 医 
DNA 分 析 中 最 常用 的 一 类 遗传 标记 。STR 在 整个 人 基因 组 分 布 广泛 ， 平均 每 10kb 出 现 -… 个 。 
多 态 STR 序列 绝 大 多 数位 于 非 编 码 区 ， 极 少数 在 编码 区 域 。 目 前 在 人 基因 组 DNA (23 对 染色 
体 ) 发 现 的 STR 序列 达 8000 多 ,部 分 法 医 DNA 分 析 应 用 的 基因 座 卸 表 12-1, 


表 12-1 部 分 STR 基因 座 








染色 体 ”STR 标记 
1 FI3B, RENA4, D151171, DLS1650 — 

2 TPOX, D25410, D25436, D251242, D25441 
3 D351349, D3S1352, D381358, D31359 , D3S1744, ACPP 
4 FGA, FABP, GABARB15, 
5 CSF1PO, D5S373, DSS818, 
6 Fl3A01, ACTBP2, FOLP23, D68366, D68502, D68965. 
7 D78460, D7S809, D75820. D751517, D75152D, D752846, D?752201 
8 LIPOL, D85306, D85320, D8S323, D85344, D85347, D85369, D8S1179, D8S1132 
9 D9852, D95304 
10 D10589, D1052325 
11 THOI, APOAT , D115554, UGB 
12 VWA, CD4, PLA2A1, D12567, D125391, D1281090 
13 D13308, D138317 
14 D14306 
15 FES/FPS, CYARO4 
16 D168539,, D168537 
17 D175976 
18 MBP, D18851, D185535, D185849 
19 D198253, D198400 
20 D20885, D205470 
21 D21S11 
22 D22S686, D225533, D228685, D22S683, D225445, D225444 
x HPRTB, ARA, STRXI, DXS6807 
; DYS19, DYS385, DYS389 I, DYS389 ll, DYS390, DYS391, DYS392, DYS393, DYS156Y, 


A10, C4, 7.1, 7.2, A4, H4, DYS434, DYS435, DYS436, DYS437, DYS438, DYS430 
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STR 基因 肉 有 具有 以 下 特点 : 

1.STR 基因 库 在 人 类 基因 组 中 分 布 广泛 ， 多 态 性 基因 座 数 量 多 。 

2.STR 基因 座 等 位 基因 片段 长 度 一 般 小 于 400bp， 易 于 扩 增 。 对 DNA 的 质量 要 求 低 ， 
于 于 陈旧 、 降 解 生物 检 材 的 DNA 分 析 。 

3.STR 分 型 检测 的 灵敏 度 比 小 卫星 VNTR 基因 座高 10 人 税 ， 所 需 的 检 材 DNA 好 更 少 ， 
适用 于 微 虽 、 超 微量 检 材 的 鉴定 。 

4.STR 基因 座 等 位 基因 片段 长 度 差 蜡 较 小 ， 末 用 高 分 辩 率 PAGE 可 以 获得 不 连续 基因 
频率 分 布 参数 。 

5.STR 基因 座 等 位 基因 之 间 长 度 差异 较 小 ， 较 小 等 位 基因 优先 扩 增 现象 不 明显 。 虽 然 
其 些 基因 座 可 以 观察 到 杂 合 子 中 二 个 等 位 基因 依 叶 强度 差异 ， 介 二 省 强 弱 差 异 小 于 40%, 

6.STR 基因 座 的 等 位 基因 片段 比较 小 ， 各 个 基因 座 扩 增 条 件 相 似 ， 因此 多 个 STR 基因 
座 可 以 安排 在 同一 个 反应 体系 中 进行 复合 扩 增 ， 简 化 操作 程序 ， 节 省 检 材 与 试剂 ， 提 高 工 
作 效 率 。 

7.STR 基因 座 分 析 方法 简 使 、 判 型 准确 ， 分 型 程序 明确 、 规 范 ， 所 得 分 型 结果 图 形 简单 ， 
有 利于 实现 DNA 分 型 标准 化 和 自动 化 ， 有 利于 DNA 分 型 数据 的 计算 机 存储 、 联 网 检索 。 

12.1.2 STE 基 酝 座 的 分 类 与 等 位 基因 命名 

1.STR 基因 座 的 分 类 

确定 新 的 STR 基因 座 有 两 个 方法 : (1) 在 DNA 序列 数据 库 如 GenBank 中 搜寻 有 6 个 
以 上 连续 重复 单位 的 基因 座 ; (2) 用 分 子 生 物 学 分 离 方 法 。 

STR 基因 座 常 根据 重复 单位 的 核 昔 酸 数 分 类 。 二 核 首 酸 序列 (dinucleotide repeat) A 
不 间断 重复 的 二 个 核 苷 酸 重 复 ， 三 核 背 酸 (trinucleotides) 指 的 是 重复 单位 为 三 个 核 苷 酸 ， 
MHN (tetranucleotide), A4 HA 【pentanucleotige) 和 六 核 苷 酸 (hexanucleotide) 分 别 
指 4、5 和 6 个 核 音 酸 为 重复 单位 序列 。 理 论 上 ， 单 、 二、 三 、 四 、 五 和 六 核 音 酸 重 复 有 
4. 16, 64, 256, 1024 和 4096 种 重复 单位 类 型 ， 又 称 主 型 (motif)。 代 由 于 微 卫 星 是 串联 
重复 ， 实 际 的 主 型 数 要 比 理论 的 少许 多 ， 因 为 有 些 主 型 表面 上 春 起 来 不 同 ， 实 质 上 是 相同 
的 。 比 如 ， 主 型 (GAAA) n 相当 于 (AGAA) n3 (AAGA) n. (AAAG) n 8k (TTTC) n. 
(TTCT) nm、 或 《TCTT) nm 或 (CTTT) n, 这 8 个 主 型 其 实 指 的 是 同一 个 序列 ， 只 是 表达 的 
方式 不 同 。 因 此 实际 上 , 单 、 二、 三 、 四 、 五 和 六 核 苷 酸 重复 只 有 2、4、10、33，102 和 
350 个 主 型 ( 表 12- 2)。 


表 12-2 不 同 重复 单位 长 度 的 STR 序列 主 型 


主 型 
单 核 苷 酸 序 列 A. C 
— É Ë BË F 3! AC. AG, AT, CG 















































三 核 音 酸 序 列 AAC. AAG, AAT, ACC. ACG, ACT, AGC, AGG, ATC, 
AAAG, AAAG, AAAT. AACC. AACG. AACT. AAGC. AAGG. AAGT, AATC. 
p H Ë: e PF PN AATG. AATT, ACAC. ACAT. ACCC., ACCG. ACCT, ACG. ACGG. ACCT, 


ACTC, ACTG AGAT, AGGC. AGCG, ATCR, AGGC AGGG ATCC, ATCG. 
ATGC, CCCG, CCGG 
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DEERE BE |M p EB: DNA 分 析 最 常用 的 基因 座 ， 其 中 AGAT R GATA 为 其 最 党 
见 的 主 型 。 

STR 序列 不 仅 在 重复 单位 的 长 度 和 重复 数 日 | 有 差 妍 ,而且 午 复 单 位 排列 方式 不 同 。 
根据 重复 单位 的 碱 基 组 成 ，Urquhart (1994) 等 将 STR 分 成 以 下 三 类 : (1) 简单 重复 序列 
(simple repeats); 罕有 同一 长 度 和 序列 的 重复 单位 ， 如 HumFESAFPS 基因 雁 只 洛 有 单一 的 
(ATIT) n E$, HumCD4, THO1, F13B 等 基因 座 也 是 简单 重复 ; (2) 复合 重复 序 刻 
(compound repeats): 含有 二 个 或 二 个 以 上 简单 备 铸 序列 ， 如 HumCABRB15 基因 座 为 〈GA- 
TA), (GATC) 4 (TATC) 3, HumVWa 基因 座 为 (TCTA) n (TCTG) m (TCCA) p; 
(D 复杂 重复 序列 (complex repeats); 同一 基 央 座 重复 单位 既 有 序列 差异 ， 双 有 长 订 益 异 ， 
如 Hum ACTB, D21911 基因 座 。 

2.STR 基 拓 座 等 位 基 央 命名 

为 了 保证 实验 室 之 间 的 数据 重复 性 和 可 比 性 ， 国 际 法 医 血 液 址 传 学 会 《Intermational 
Society of Forensic Haemogenetics，ISFH) 在 1994 年 和 1997 咎 对 等 位 基因 命名 提出 了 命名 原 
则 ， 统 一 了 等 位 基因 命名 。1994 年 的 建议 主要 对 等 位 基因 分 型 标准 物 (allelic ladder) # 
不 完整 重复 序列 等 位 基因 的 命名 。1997 年 的 建议 主要 讨论 的 是 STR 序列 和 重复 单位 的 命 
£. 1997 年 以 前 的 文献 中 重复 单位 命名 与 1997 年 SFH 提出 的 原则 不 同 ， 如 果 不 加 以 注 
意 ， 可 能 会 引起 一 些 湛 清 。 例 如 ， 中 期 英国 法 庭 们 学 服务 部 (FFS) 将 THO 基因 座 的 核 
心 序 列 标 为 TCAT, T Caskey 等 将 THO1 的 核心 序列 表达 为 AATG (Edwards，1991)。 同 一 
个 STR 基因 座 ， 出 现 有 两 种 不 同 的 核心 序 州 ， 其 主要 原因 是 不 同 的 作者 采用 不 问 的 DNA 
链 进 行 命名 DNA 分 子 是 ~ 个 双 链 分 子 ， 都 可 以 按 5' 一 3' 读 序 ， 链 的 选择 决定 着 序列 的 命 
名 。 例 如 某 一 基因 座 的 一 条 链 的 序列 为 $1,,， (TCAT) 1n,,.3， 则 同一 序列 的 另 一 条 互补 
链 的 则 为 5'...， (ATGA) mn. 3， 选择 不 同 的 链 命名 ， 核 心 序列 的 命名 就 不 同 ， 测 旦 根据 
重复 区 城 周围 的 序列 ， 另 一 条 的 核心 重复 序列 有 可 能 会 前 后 发 生 : 些 移动 ， 如 图 2 -1 所 
示 ， 按 上 和 面 一 条 链 的 序列 ， 其 核心 序列 为 TCAT， 而 按 下 面 的 则 为 TGAA， 向 5' 端 称 动 了 3 
个 碱 基 。 

















I 2 3 4 5 6 
5 一 TITCGC TCAT TCAT TCAT TACT TACT TACT TCACCATGGA —3' 


3'— AAAGGG AGTA AGTA AGTA AGTA AGTA AGTA AGTGGTACCT 一 5 
6 5 4 3 2 1 


图 这 -1 STR 基因 座 的 序列 


国 此 必须 采 有 统一 的 命名 原则 。ISFH 1997 牛 提 出 的 命名 原则 如 下 : 

(1) 链 的 选择 

号 对 于 和 蛋 帕 编码 区 域 的 STR 基因 座 (包括 基因 的 内 含 子 ) 选用 编码 链 作 为 重复 单位 
命名 链 。 如 VWWA、TPOX、CSF1PO 基因 座 遵循 此 序 则 。 

D 与 蛋白 质 编码 无 关 的 如 以 D*Sxx+ 命 名 的 STR 基因 座 ， 采 用 第 一 个 进 人 公共 数据 
库 的 原始 序列 作为 标准 进行 命名 。 
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中 命名 已 建立 , 但 与 原则 不 一 致 的 命名 仍 按 原 先 的 命名 ， 以 免 引 起 混淆 ， 各 TH 以 
“AATG” 为 核心 序列 。 

(2) 主 型 的 选 定 和 等 位 基因 命名 

中 重复 序 麟 主 型 从 离 5' 端 最 近 的 一 个 核 芽 酸 开始 定义 。 例 如 : 

5' - GG TCA TCA TCA TGC -3 序列 可 以 看 作 有 3 x TCA 的 重复 序列 ， 也 可 以 看 作 3 x 
CAT 的 重复 序列 。 但 根据 ISFH 新 原则 ， 只 有 第 一 个 (3 x TCA) 是 止 确 的 ， 因 为 是 从 离 5 
端 最 近 的 一 个 核 苷 酸 开始 。 

D 根据 等 位 基因 内 所 含 的 重复 单位 数目 命名 等 位 基因 ， 如 某 一 等 位 基因 含有 20 个 重 
复 序列 ， 册 该 等 位 基因 命名 为 20。 

D 含有 不 完整 重复 序列 主 型 的 等 位 基因 命名 : 在 完整 等 位 基因 数 后 面 加 一 小 数 点 ， 
小 数 点 后 面 为 不 完整 重复 序列 含有 的 碱 基数 。 例 如 ，TH01 基因 座 中 含有 一 个 不 完整 重复 
主 型 的 等 位 基因 ， 等 位 基因 9.3, ARAHI 个 完整 的 四 核 背 酸 重复 AAT 利 一 个 不 完整 
的 3 PRERE ATG 重复 。 又 如 D21S11 基因 座 的 17.2 等 位 基因 ， 表 示人 含有 17 AEE 
酸 重 复 单 位 和 一 个 含 2 个 核 背 酸 的 不 完整 重复 单位 。 

D 经 测序 确定 的 并 按 ISFH 建议 命名 的 等 位 基因 分 型 标准 物 (adder) 为 分 型 标准 ， 
进行 未 知 样品 的 等 位 基因 分 型 。 

3. 等 位 基因 分 型 标准 物 制 备 

等 位 基因 分 型 标准 物 (allelic ladder) 是 人 群 中 常见 的 已 知 等 位 基因 分 击 的 等 位 茶 因 混 
合 物 ， 才 米 与 林 知 样品 比 对 确定 基因 型 。 通 过 大 量 群 体 调 查 ， 筋 选 、 分 离 出 这 些 等 位 其 
A, 经 DNA 测序 确定 这 些 等 位 基因 的 片段 长 度 与 序列 《重复 序列 重复 次 数 )， 明 确 等 位 基 
因 分 型 ， 将 这 些 等 位 基因 混合 起 来 再 进行 扩 增 ， 制 成 含有 各 种 等 位 基因 的 分 型 标准 物 。 

也 可 以 将 等 位 基因 克隆 到 质粒 里 ， 进 行 制备 。 

12.1.3 微 变 异体 和 等 位 基因 分 型 标准 物 以 外 的 等 位 基因 

1. 微 变异 体 等 位 基因 的 定义 

在 大 规模 人 群 调查 中 ， 发 现存 在 一 些 大 小 与 等 位 基因 标准 物 只 益 一 个 或 几 个 碱 基 的 稀 
有 等 位 基因 ， 这 是 由 于 碱 基 的 插入、 缺失 等 造成 的 。 这 些 稀 有 等 位 基因 与 完整 重复 单位 的 
等 位 基因 差异 极其 微小 ， 因 此 称 为 微 变 蜡 体 (microvariant)。 册 于 微 变异 体 的 大 小 与 作为 
对 照 的 等 位 基因 分 型 标准 物 不 同 ， 大 部 分 不 包含 在 分 型 标准 物 中 ， 因 此 将 微 变异 体 也 称 为 
分 型 标准 物 以 外 的 等 位 基因 {off - ladder allele)。 

最 常见 的 微 变 异体 的 例子 是 TH 基因 座 的 等 位 基因 9.3， 它 含有 9 个 完整 的 重复 单 
hE (AATG) 和 一 个 3 了 个 碱 基 (ATG) 的 部 分 重复 单位 。 等 位 基因 9.3 与 等 位 基因 10 的 党 
异 是 在 第 7 个 重复 单位 发 生 一 个 腺 苷 酸 残 基 的 缺失 。 

随 着 调查 样本 数 的 不 断 增加 ， 越 来 越 多 的 微 变异 体 和 稀有 等 位 基因 被 发 现 ，Crouse 
(1999) 调查 10 000 个 样本 发 现在 CSF1PO，TPOX 和 THO 基因 座 有 4 机 个 微 变异 体 存在 ， 
张 纯 斌 (2000) 分 析 1 772 个 样本 ， 在 9 个 STR 基因 座 中 《AmpFISTR Profiler Pius) 发 现 SI 
个 微 变 异体 (3 12 -3)， 季 安全 (2000) 报道 在 FGA 基因 座 检 出 等 位 基因 13. 14, 15 和 
16, Æ D18Ss1 基因 座 检 出 等 位 基因 7，1,2，17.1，27 和 28， 在 D13S317 基因 座 检 出 等 位 
基因 5, 6 #17, D351358 基因 座 检 出 10，11，20， 在 D21S11 基因 座 等 位 基因 22.3 相对 常 
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见 ， 在 D7S820 基因 座 则 为 等 位 基因 9.1 较 常 见 。Shewale (2000) 报道 在 7 000 个 样品 中 有 
24 个 样品 出 现 稀 有 等 位 基因 ， 各 等 位 基因 命名 和 出 现 频率 如 表 12 -4 所 示 。 微 变异 体 多 
发 生 在 那些 含有 复杂 重复 单位 结 梅 的 高 度 堵 态 性 的 基因 座 ， 比 如 FGA，D21S11 和 D18551 
HAE, 


12-3 1772 例 无 关中 国 汉族 个 体 中 稀有 有 等 位 基因 出 现 情况 








基因 座 等 位 基因 观察 到 的 个 体 数 BRAR (w) 
D21811 30.1 11 0.620 
FGA 17 6 0.339 
16 4 0.225 
14 1 0.056 
13 1 0.056 
D75820 9.1 17 0.959 
9.2 1 0.056 
10.1 6 0.339 
13.3 1 0.056 
D18551 27 2 0.113 
D135317 7 1 0.056 


3 12-4 7000 例 个 体 中 Profiler Plus 系统 STR £ 81 8 536 5 3: B1 5 5: 





基因 座 等 位 基因 观察 到 的 个 栖 数 出 现 频率 〈 的 ) 
D351358 14.3 1 0.0143 
FGA 42 2 0.0285 
43 2 0.0285 
44.1 1 0.0143 
45.1 2 0.0285 
16.1 1 0.0143 
47.1 1 0.0143 
48.1 1 0.0143 
D21811 33.1 2 0.0285 
D18S51 11.2 1 0.0143 
21.3 1 0.0143 
22.2 1 0.0143 
D55818 12.3 1 0.0143 
D75820 7.3 1 0.0143 
9.1 2 0.0285 
10.3 1 0.0143 
11.1 2 0.0285 
12.1 1 0.0143 
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2. 微 变 异体 等 位 基因 的 确定 与 命名 

如 何 确 认 币 变异 体 ? 一 般 在 从 合子 个 体 中 发 现 的 微 变异 体 等 位 基因 比较 容易 确认 ， 一 
个 等 位 基因 的 大 小 与 ladder 的 等 位 基因 一 致 ， 而 另 一 个 相差 较 大 ， 如 图 12 -2 所 示 ， 样品 
在 FGA 基因 座 合 有 一 个 等 位 基因 25 和 标 有 “of - ladder allele” 的 第 二 个 峰 ， 它 位 于 等 位 
基因 28 和 28.2 之 间 。 当 一 个 样品 出 现 “off - ladder allele” 时 ， 首 先 核 实 该 样品 的 分 子 量 
内 标 是 澡 准 确 ， 检 查 样品 等 位 基因 与 ladder 中 相应 等 位 基因 的 片段 大 小 ,计算 各 个 等 位 基 
因 和 样品 与 Jadder 的 大 小 差异 里 与 (81 = -0.12bp， We 
合子 个 体 的 二 个 等 位 基因 之 间 的 相对 漂移 0.99 bp ( 81-82), - jadder allele” 比 等 
位 基因 28 大 1 bp， 那 么 它 就 是 FGA 基因 座 的 -- P LEA EMAR 29 l, 





236 238 740 242 244 246 248 250 254 256 258 260 262 
FGA 
Samplel | Blue ProfierPlusLADDER 
1000 
500 
a ia da a Ea ss 
236 238 240 242 244 246 248 204 _ 254 258 260 _ 2062 
ws 
NGBBSample22 22Blue FGAmicrovariant 
4000 
3000 
2000 
1000 


off-ladder altele? 
244, 34 FVAT 


=s- La = 244. 34-244.46=-0.12bp 
=a- Læ=257. 51-256.64=+0.87bp 


c=|s8i-8:|=1-0. 12-0. 87| =0.99bp 


图 12-2 微 变异 体 等 位 基因 的 检测 


当 稀 有 等 位 基因 出 现在 纯 合 子 样品 时 ， 不 能 按 上 画 介 绍 的 杂 合 子 个 体 中 出 现 的 情况 处 
理 ， 该 稀有 等 位 基因 认 能 与 ladder 中 相近 峰 的 片段 长 度 比较 ， 进 行 命名 。 

像 上 上面 介绍 的 微 变异 体 等 位 基因 出 翅 在 等 位 基因 分 型 标准 物 之 间 ， 以 相 邻 等 位 基因 名 
后 加 “.x” 命 名 此 类 微 变异 体 等 位 基因 。 如 图 12 - 2 中 ,命名 为 “28.1"。 然 而 ， 有 时 一 
些 稀 有 等 位 基因 出 现在 等 位 基因 分 型 标准 物 丙 端 之 外 ， 或 小 于 最 小 的 等 位 基因 ， 或 大 于 最 
大 的 等 位 基因 ， 此 时 无 法 确定 这 些 稀有 等 位 基因 的 确切 命名 ， 只 能 命名 为 “< ”或 “> 
ladder 中 车 得 最 近 的 等 位 基因 。 

对 于 复 人 台 扩 增 系 统 ， 有 时 徽 变 异体 发 生 在 一 个 基因 座 之 间 ， 此 时 要 求 用 单个 基因 座 特 
异 的 引物 进行 单个 扩 增 ， 确 认 微 变异 体 等 位 基因 。 
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12.1.4 长 度 相 同 但 序列 不 同 的 等 位 基因 

一 些 复杂 重复 单位 序列 的 基因 座 ， 例 如 DSt, VWA RAE, AKHERA MIZ, 
等 位 基因 的 长 度 相 同 但 重复 单位 内 在 的 排列 顺序 发 生变 化 。 如 P21311 基因 座 有 4 个 长 度 
为 210bp 的 等 位 基因 ， 它 们 的 序列 结构 分 别 为 

[TCTA], - ITCTG -CR- [TCTA], 

[ICTA]; - [TCTG]s- CR- [LTCTA] 

[TCTA],- [TCTG];- CR- [TCTA] 

[TCTA]s- TITCTG] -CR- [TCTA lo 

其 中 ，CR 表示 为 恒定 区 序列 。 这 种 变异 的 等 位 基因 只 有 通过 对 等 位 基因 直接 测序 才 
能 检测 出 ， 一 般 情况 下 不 能 区 分 开 它 们 。 

12,1.5 三 条 带 模 式 

在 单一 个 体 的 某 个 基因 座 检 测 出 3 条 带 或 峰 ， 并 具有 重 现 性 ， 显 示 一 个 基因 座 有 3 个 
“等 位 基 内 ”。 造 成 这 种 情况 的 原因 月 前 尚 不 清楚 ， 推 测 是 存在 额外 的 染色 体 或 引物 结合 
点 。 

三 条 带 模式 的 3 个 峰 的 入 号 强度 可 以 相近 ， 也 可 以 差异 晤 殊 。 比 如 Crouse 等 (1999) 
人 大 发现 的 TPOX 基因 座 的 3 个 峰 信 号 强 庶 比较 - 致 ， 而 作者 在 VWA 基因 座 和 D18551 基因 
座 发 现 的 3 个 峰 的 信号 强度 不 等 ， 其 中 2 个 峰 的 信号 强度 比较 接近 (图 12 -3)。 上 自前 已 有 
报道 在 TPOX, CSFIPO, FGA, D78820, D5S818, D21S11, D165539, VWA 和 D18S51 等 基 
因 座 出 现 3 条 带 模式 。CODIS 系统 13 个 STR 基因 座 出 现 三 条 带 的 百分率 见 表 12 - 5. 











AMEL 
D851179 D21S11 D18551 





3000 
2000 
1006 





NI 
i5 
Æ 12-3 D18551 基因 座 的 三 条 带 图 谐 


表 12-5 CODE 系统 13 个 STR 基因 产 三 杂 带 和 无 效 等 性 基因 出 现 有 自分 率 
{ 美 国 血 库 协 会 1999) 





基因 座 多 带 出 现 率 (%) TAPAEA (w) 
CSFIPO 未 报道 2⁄4020 (<00 
FGA 未 报道 2/1104 (0.18) 
TH01 0/2646 ( < 0.040) 2/7983 (0.03) 
TPOX 13⁄42020 (0.03) 11/43704 (0.03) 
VWA 176581 (0.02) 774220 (0.02) 
D381358 未 报道 未 报道 


D55818 未 报道 3⁄74922 ( <0.01) 
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2K 
D75829 17406 (0.25) 1742020 ( <0.01) 
D8S1179 未 报道 未 报道 
D135317 末 报 道 52/62344 (0.08) 
D165539 071165 3⁄52959 ( <0.01) ' 
DI8S51 未 报道 林 报 道 
D21511 3 8 Ë 1⁄203 (0.49) 


12.1.6 等 位 基因 的 丢失 和 无 效 等 位 基因 

在 STR 基因 座 的 重复 单位 内 部 、 旁 侧 区 和 引物 结合 区 (图 12 - 4) 序列 中 出 吏 一 些 碱 
基 序 列 的 变异 ， 可 能 会 影响 PCR 扩 增 。 最 严重 的 情况 是 ， 发 生 等 位 基因 持 失 现象 allele 
dropout) ， 只 有 一 个 扩 增 片段 ， 原 本 杂 合 子 个 体 变 成 了 一 个 “ 纯 合 子 ”。 





EWE 5 W STR FO É 反 向 链 引 
物 结 合议 SMK Eg FME tii 
A  — 
(a) 
MATIK AD 
(b) 例如 
D18S514F INE 
等 位 基因 13.2 
{3 SNJ AAG) 
m 


(e) PA y 人 的 VIA 基 因 座 引物 
T A] 
CERETI 386) 9 — = 

RER EATR RA) 


图 12-4 STR 基因 座 重 复 区 内 或 侧 必 序列 变异 的 三 种 情况 
* 代表 此 处 DNA 序列 不 同 【 插 人 .缺失 或 碱 基 变 换 ) 
(u) 蛮 异 发 生 在 重复 区 内 .对 引物 结合 设 有 影响 ，PCR 扩 增 儿 乎 不 受 影响 ， 只 昆 等 位 基 困 大 小 有 痊 
异 ; (b) 变异 发 生 在 重复 区 外 的 淮 人 出 ， 但 在 引物 结合 点 的 内 全 ， 忌 管 扩 增产 物 大 小 有 变化 ,但 对 PCR 扩 
KRAER; (c) 上 笃 异 发 告 存 赴 物 结合 区 ， 由 于 引物 与 模板 术 再 完全 互补 ,引物 趟 能 退火 ， 不 能 进行 
PER 扩 增 。 








此 时 矶 基 变异 正好 发 生 在 模板 DNA 的 PCR 引物 结合 区 ， 引 物 不 能 退火 ， 不 能 扩 增 ， 
没有 扩 增 产物 。 模 板 DNA 中 虽然 存在 这 个 等 位 基因 ， 只 是 由 于 引物 不 能 退火 使 扩 增 失败 ， 
PARAF (null alele), STR 重复 单位 侧翼 序列 相对 较 稳定 ， 出 现 这 种 无 效 等 
位 基因 的 现象 较 少 。 表 12 -5 列 出 了 美国 血库 协会 1999 年 公布 的 CODIS 系统 13 个 STR 基 
因 座 出 现 无 效 等 位 基因 的 百分率 。 

1. 无 效 等 位 基因 的 发 现 

比较 不 同 序列 引物 的 扩 增 结果 可 以 发 现 无 效 等 位 基因 。 例如 ，Kline (1999) 用 
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Promega 公司 的 Powerplex AA AAM PE. Applied biosystem 公司 的 AmpFLSTR Blue 试剂 盒 分 析 
600 例 个 体 ， 分 析 比 较 两 个 试剂 盒 的 YWA 基因 座 结 灯 ， 发 现 有 -个 样品 用 Powerplex iti 
的 分 型 结果 为 16，19， 而 AmpFLSTR 的 则 为 16，16，VYWA 基因 座 的 等 位 基因 19 ERT, 
因为 该 个 体 在 正 问 链 引物 的 3' 端 有 序列 变异 ， 在 引物 3 端 或 3 端 附近 碱 基 发 生 突 变 ， 使 
PCR 扩 增 过 程 中 很 少 延伸 或 根本 没有 延伸 ， 最 终 导 致 等 位 基因 的 丢失 。 像 上 而 提 到 的 例子 
路 样 晶 拥 有 等 位 基因 19， 实 质 上 荐 一 个 全 合子 个 体 ， 只 是 使 用 AmpFLSTR 的 引物 时 没有 得 
到 扩 增 。 后 来 测序 结果 证 实 是 由 于 模板 DNA 在 AmpFLSTR 的 VWA 基因 座 的 止 向 链 引 物 的 
3' 端 的 第 二 个 核 甘酸 发 生 了 访 -T 的 变化 导致 盛 效 等 位 基因 的 发 生 。AmpFLSTR 的 VWA $| 
物 序列 与 Powerplex 的 不 同 。 检 测 结 全 明显 不 同 。 

通过 对 实际 观察 到 的 纯 合子 数 与 由 Hardy - Weinberge 平衡 计算 的 纯 合 于 的 期 望 值 比较 ， 
可 以 预测 是 省 存在 无 效 等 位 基因 。 邵 果 纯 合子 数 不 止 常 的 高 ， 暗 示 可 能 存在 无 效 等 位 基 
因 。 因 此 ， 在 新 的 STR 基因 座 用 于 检验 前 必须 认真 进行 群体 调查 ， 获 得 人 人群 数据 。 

2. 无 效 等 位 基因 的 解决 办 法 

如 果 一 个 基因 座 检 测 到 一 个 无 效 等 位 基因 ， 可 能 的 解决 办 法 如 下 : 

(1) 重新 设计 引物 ,以 开 有 变异 的 碱 菇 位置。 但 可 能 导致 新 引物 序列 干扰 复合 体系 ， 
TARAHA PCR 反应 条 件 。 这 比较 费时 ， 工 作 量 大 ,不 是 -个 十 分 理想 的 方法 。 

(2) 放弃 这 个 基因 座 。 这 个 方法 在 研究 建立 复合 体系 时 是 较 理想 的 方法 ， 英 国 FSS 发 
H D195253 在 在 无 效 基 因 后 ， 他们 在 开发 的 第 二 代 复 合体 系 中 就 去 除了 D19S253 基因 座 。 

(3) 反应 体系 中 加 一 个 已 知 序列 多 态 性 的 “degenerate” 引 物 ， 这 个 增加 的 引物 能 如 扩 
增 引 物 结合 位 置 突变 的 等 位 基因 。 如 果 引 物 结合 点 的 序列 变异 非常 稀有 ， 那 么 不 值得 在 复 
合体 系 中 吉 一 个 额外 的 等 位 基因 。 

(4) 对 于 引物 结合 位 置 发 生 有 变异 的 样品 .降低 退火 温度 ， 重 新 扩 增 该 样 晶 。 如 果 引 
物 只 是 稍微 不 稳定 ， 较 低 退 火 温 度 可 获 扩 增产 物 ， 可 以 观察 到 从 人 台子 样 师 的 峰 高 不 平衡 
(E 12 -5)， 通 过 降低 PCR 过 程 的 慢火 温度 可 以 纠 止 峰 高 的 不 平衡 。 

没有 一 对 引物 可 以 绝对 地 说 不 会 产生 无 效 等 位 基因 现象 。 在 个 体 识别 鉴定 ， 只 要 用 同 
一 上 父 引 物 、 在 相同 条 件 分 析 现场 物证 与 比 对 样 届 ， 如 果 相 同 ， 说 明 它们 来 自 于 癌 一 个 体 ， 
无 须 考 虑 无 效 等 位 基因 问题 。 如 果 建 立 多 实验 室 的 数据 库 ， 进 行 联网 比 对 ， 那 么 洪 在 的 等 
位 基因 丢失 可 能 会 导致 假 排 除 。 采 用 统一 的 试剂 或 者 降低 数据 库 搜索 的 标准 ， 可 以 克服 这 
个 潜在 的 问题 ， 例 如 允许 有 一 个 基因 座 的 不 完全 匹配 。 但 对 子 亲 子 鉴 定 ， 会 出 现 假 排除 现 
象 。 

在 选择 引物 进行 STR 基因 座 扩 增 时 ， 需 仔细 评 佑 候选 引物 ， 尽 是 能 地 避 开 引物 结 台 
点 突变 的 引物 序列 。 具 体 做 法 有 : 中 测序 分 析 多 个 引物 ， 观 察 是 否 有 序列 多 态 性 ; 加 进行 
家 系 遗 传 凋 查 ， 亲 代 与 子 代 基 因 传 递 是 否 符合 孟 德 尔 定律 ;图 检查 杂 合 子 样本 的 二 等 位 基 
因 峰 信号 是 否 平衡 ， 降 低 退 火 温度 重新 扩 增 表 观 的 纯 合子 样本 ， 是 否 有 纯 合 子 变 成 了 杂 合 
F: 由 群体 调查 ， 分 析 纯 合子 数 观察 值 与 期 望 值 间 的 偏差 。 如 免 无 效 基 因 的 关键 是 在 设计 
复合 扩 增 STR 引物 时 ， 保 证 引 牺 结合 点 落 在 保守 序列 区 内 ,而 又 不 干扰 其 他 基因 诬 的 扩 
M. 
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图 12-5 杂 合 子 个 体 的 引物 结合 处 的 序列 多 恋 性 对 PCR 扩 增 的 影响 
(a) 36 TJ FA (b) EPEE (6) 一 个 等 位 基因 五 失 


12.1.7 突变 

STR 基因 座 的 任何 DNA 序列 都 可 能 发 生 突 变 。 理 沦 上 ， 迄 今 存在 的 所 有 等 位 基因 都 
是 最 早 极 少数 个 体 的 等 位 基因 经 过 成 二 上 万 年 的 进化 过 程 缓慢 变化 的 结果 。 突 变 可 以 是 单 
个 碱 基 的 上 变化， 也 可 以 是 整个 重复 单位 长 度 变化 。STR 突变 的 机 制 主要 是 复制 滑动 【repli- 
cation slippage) H8 DNA 复制 的 错误 收复 。 据 文献 估计 STR 基因 座 平均 突 变 率 为 0.1 铝 ~ 
0.,5% 

1. 等 位 基因 突变 的 发 现 

根据 臣 德 尔 遗 传 定 律 ， 子 代 的 遗传 物质 一 半 来 自 于 母亲 、 一 半 米 睛 于 父亲 ， 检 查 母 、 
F, 父 二 联 体 的 基因 型 ， 如 果 孩 子 的 等 位 基因 与 父母 的 有 善 异 ， 表 上 明 有 可 能 在 在 活 变 【图 
12-6)。 由 于 大 多 数 STR 基因 座 的 突变 率 比 较 低 ， 必 须 调 查 大 量 的 亲 代 - 子 代 间 等 位 基因 
的 传递 ， 才 能 发 现 突变 。 国 际 DNA 委员 会 建议 在 新 STR 基因 座 调 告 中 至 少 要 观察 500 次 
RAHA., 一 般 来 自 父 方 的 突变 率 商 于 母 方 5 倍 以 上 (17:3)。 

2. 突变 基因 的 确定 

Brinkmann (1998) 根据 Weber (1993) 报道 的 文献 ， 归 纳 如 何 确 定 被 突变 的 等 位 基因 ， 
如 果 存 在 有 两 种 可 能 的 等 位 基因 发 生 窗 变 ， 那 么 上 距 窒 变 成 的 新 等 位 基因 长 度 相 差 最 小 的 等 
位 基因 就 是 发 生 突变 的 基因 ， 例如， 一 个 父 方 等 位 茜 因 与 子 代 等 位 基因 莽 一 个 重复 单位 ， 
而 另 一 个 差 2 个 重复 单位 ， 则 可 以 推断 与 子 代 等 位 基因 只 相差 -个 重复 的 那个 等 倍 基 网 发 
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图 12-6 三 联 体 家 系 中 观察 的 的 突变 


(a) 引 常 等 位 基因 传递 模式 (b) 父 方 等 位 基因 14 发生 突 灾变 成 为 等 位 林 因 13 





生 了 一 步 突 变 (one step mautation)}。 如 果 与 子 代 等 位 基因 上 比较 ， 二 个 亲 代 等 位 基因 的 差别 
一 样 ， 就 无 法 确定 哪个 等 位 基因 发 生 了 突变 。 

KER STR 基因 座 的 突变 水 及 单个 重复 单位 的 增加 或 减少 ， 即 一 步 突 变 ， 大约 占 突 
变 基 因 的 30%。 例 如 图 12 -6 中 VWA 基 因 座 ， 罕 变 以 一 步 罕 变 为 主 ， 即 单个 重复 单位 的 
增加 或 减少 为 主 ， 父 方 有 14 个 重复 单位 的 等 位 基因 ， 由 于 突变 ， 子 代表 现 为 13 或 15 个 
重复 单位 。 突 变 使 重复 单位 增加 与 减少 的 比例 为 2:1， 内 此 总 体 上 突变 使 链 延 长 《Wie- 
gand, 2000). Brinkmann (1998) 观察 了 9 个 STR 基因 座 JO 844 次 突变 发 现 了 23 个 突变 ， 
在 23 个 突变 中 有 22 个 为 一 步 突变 ， 另 一 个 为 二 步 突变 ,没有 观察 到 不 完整 重复 单位 的 插 
人 或 缺失 。 图 12- ?为 发 更 的 23 个 突变 情况 示意 图 。 


ACTBP2: 


Ves Cy BB GAD Eg GD Mm CB Mm Md CD 


no GD EA CE [uz] CY 35 uz] CD or Ct) 








D21511: 
D 21/23] b 3 24 ] Chao 322725 ] | 22/25 | | 21/22 | 
[rez] [asas] Era [zor | [ 21735 | 
D125391: 


Dais | D 17/19] ioris | [18/24 | 
[15720] [ 16718] | 16/17 | [ien ] [av 


12-7 从 10844 次 末代 “ 子 代 等 位 基因 传递 中 发 现 的 23 个 突变 


突变 率 与 连续 重复 单位 数 的 平均 值 成 下 相关 性 ， 与 基因 座 的 结构 、 长 度 有 关 。 平均 值 
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越 大 ， 突 变 率 越 高 。 一 般 重 复 单位 数 小 于 10 的 
基因 座 椒 易 发 生 突变 ， 面 单一 重复 单位 连续 重复 
10 次 以 上 的 等 位 基因 易 发 生 突 变 。 等 位 基 央 内 部 
不 含有 完全 重复 单位 的 等 位 基因 上 比 售 有 不 完全 重 
复 单位 的 等 位 菇 因 易 发 生 突 空 。 例如 在 图 12-8 
H, CD4, F138 和 THO 基因 座 的 同一 重复 单位 
平均 值 小 于 10， 因 此 没有 观察 到 突变 ; D21511 
基因 座 等 位 基因 30 易 发 生 突 变 , 但 等 位 基因 
32.2 不易 发 生 突变 ， 因 为 等 位 基因 32.2 含有 TA 
的 插入 。 同 样 地 ，ACTBP2 基因 座 罕 变 发 生 在 较 
小 等 位 基因 区 ， 而 在 较 大 等 位 基 因 区 反而 低 ， 这 
也 是 因为 较 火 等 位 基因 的 内 部 都 会 有 AAAAAG JF 
列 ，AAAG 重复 单位 被 它 隔 断 ， 这 些 较 大 等 位 基 
因 实 际 的 同一 重复 单位 平均 值 反 而 比 小 等 位 基因 
区 的 小 。 重 复 单位 侧翼 或 附近 的 不 规律 的 重复 单 
位 存在 对 罕 变 没有 限制 作用 ， 例 如 图 中 的 FCA 
基因 座 ， 旁 侧 的 不 完全 重复 单位 并 不 减少 同一 重 
复 单位 几何 平均 值 ， 不 能 减缓 突变 的 发 生 。 

在 同一 系统 中 ， 突 变 率 与 等 位 基因 重复 数 有 
较 大 关系 ， 等 位 基因 长 度 越 长 ， 罕 变 发 生 的 可 能 
性 越 大 。 

在 男性 和 女性 之 间 ， 突 变 的 发 生 有 差异 。 父 
方 等 位 基因 的 突变 比 母 方 的 更 频繁 ， Brinkmann 
(1998) 发 现 男性 与 女性 的 突变 比例 为 17:3， 男 
性 精子 分 化 经 历 的 细胞 分 异 数 比 卵 子 的 高 10 售 ， 
Y- 染色 体 的 取代 积累 比 常 染色 体 快 2 信 。 如 果 
突变 率 与 细胞 分 裂 成 正比 ， 据 佑 让， 孵 原 细胞 在 
减 数 分 裂 之 前 经 历 了 ~ 22 次 分 型 ， 形 成 卵细胞 ， 
精 原 细胞 靠 继 续 的 有 丝 分 裂 再 生 ， 在 形成 精子 
之 前 ， 它 们 经 历 了 更 多 的 分 裂 。 对 于 一 个 29 
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图 12-8 几 个 基因 座 等 位 基因 结构 


岁 的 男子 ， 在 进 人 减 数 分裂 前 ， 大 约 经 历 了 350 次 分 裂 。 所 以 对 29 岁 的 男性 ， 突 变 率 比 
女性 的 高 16 倍 。 而 且 ， 随 着 父亲 年 龄 的 增长 ， 单 个 重复 单位 的 突变 发 生 率 增加 。 而 在 文 


性 中 则 没有 这 种 年 龄 效应 。 
3. 部 分 常用 STR 基因 座 的 突变 率 


STR 基因 座 的 平均 突变 率 在 0.1 免 以下， 也 就 说 必须 调查 近 1 000 43848 - 子 代 间 的 
等 位 基因 传递 ， 才 能 在 一 些 基 因 座 观察 到 一 个 突变 。Brinkman (1998) 等 调查 了 10 844 个 
父母 - 子 在 9 个 STR 基因 座 的 等 位 基因 传递 ， 观 察 到 23 个 帘 变 ， 在 THO, F13B 和 CD4 
等 3 个 林 因 座 没 有 发 现 有 突变 。Sajantila (1999) 研究 9 640 4° Z -T -EHE 5 + STR 基因 
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座 和 4 个 小 卫星 基因 座 的 等 位 基因 传递 ， 只 观察 到 18 个 突变 ， 其 中 在 3 个 STR 基因 座 
D3S1359, VWA 和 THOI 中 观察 到 11 次 ，TPOX 和 FES/FPS2 个 基因 座 中 未 发 现 帘 变 。 表 12 
-5 为 美国 血库 协会 调查 的 CODIS 系统 13 个 STR 基因 座 的 突变 率 。 表 12- 7. 3 12 - 8 #l 
表 ]2 -98 荐 一些 文献 报道 的 STR 基因 座 突 变 率 。 大 多 数 突变 率 为 0.1% ~ 0.5 名 。 其 中 
CSFIPO, THOI, TPOX, D55818 和 D8S1179 HARRER Ik, D21911, FGA, D75820, 
D16S539 和 D18551 基因 座 的 突变 率 偏 高 。 


表 12-6 CODIS 系统 13 个 基因 座 的 突变 率 (美国 血库 协会 1999) 














基因 座 观察 到 的 宽 变 率 
FH H 
E  CSFIPO 14/47843 (0.03) I 311/243124 (0.13) 
FGA 77/8253 (0.01) 555/189973 (0.29) 
THO: 5/42100 (0.01) 12/74426 (0.02) 
TPOX 2/28766 (0.01) 10/45274 (0.02) 
vWA 20/58829 (0.03) 851/250131 (0.34) 
D3S1358 0/4889 ( <0.02) 9/8029 (0.11) 
D55818 22760907 (0.04) 1947138033 (0.150 
D75820 14750827 (0.03) 19371318880 (0.15) 
D851170 576672 (0.07) 29/10952 (0.260 
D138317 33/59500 (0.06) 106769598 (0.15) 
D165539 12/42648 (0.03) 40/48760 (0.08) 
D18S51 8/8827 (0.09) 2979567 (0.30) 
D21811 1276754 (0,18) 1776980 (0.24) 
表 12-7 9 个 STR 基因 座 的 突变 素 |Brinkman, 1998} 
HAY 有 效 长 度 * 减 数 分 烈 数 ? 突变 数 RAEE (9) RAE 
~ om 5.66 969 9 D. 000 0.67 
F13B 8.714 1033 0 0.000 0.67 
YTB01 7.78 2008 0 0.000 0.78 
FES 10.79 850 l 0.117 0.65 
WA 10.8 2013 4 0.199 0.81 
D12S391 11.47 562 i 0.178 0.87 
D21511 11.0 557 1 0.180 0.86 
FGA 13.84 1246 5 0.401 0.96 
ACTBP2 15.21 1608 11 0.684 0.93 


a 同一 连续 重复 单位 数 的 岂 L 何 平均 值 : h: E. BPO ERA AJ IS BW K SK. c: 德国 人 群 数据 
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表 12-8 Henke { 1999) HAH., HARTE 














突变 率 
基因 座 
父 方 FA 
CSFLPO 07237 07165 
D135317 0/258 0/178 
D18S51 0/286 27205 
D21551 17267 3/189 
D351358 0/257 0/176 
D58818 0/258 0/178 
D75820 0256 2⁄176 
D8S1179 0/213 0/149 
FGA 0/307 37218 
ACTBP2 07402 5/315 
TH01 0/394 0⁄301 
TPOX 0/240 0/167 
vyWA 1⁄258 07178 
表 12-9 其 他 部 分 研究 人 员 报 道 的 突变 率 
基因 座 AFE H AÈ 
THOI I 15918 一 i — Sajantila et al 1999 
TPOX . 0/2457 Sajantila et al 1999 
„WA 5/3684 Sajantila et al 1999 
D351358 17390 (AF), 13% (EF) Szibor et al, 1998 
17130 Mornhinweg, 1998 
D135317 1⁄217 Lins, 1998 
D165539 0/300 


4. 突变 对 亲子 鉴定 的 影响 

突变 对 亲子 鉴定 影响 很 大 。 因 为 孩子 与 假定 父亲 间 关 系 确 定 是 基于 等 位 基因 按 直 德尔 
遗传 方式 传递 的 假设 前 提 。 如 果 不 注意 STR 基因 座 突 变 ， 可 能 导致 误 排 生父 ; 对 于 群体 
进化 研究 而 言 ， 群 体 统计 和 群体 历史 必须 减 去 突变 过 程 才能 正确 研究 群体 遗传 问题 。 一 些 
群体 性 灾难 事件 中 残 瑟 的 身份 确定 与 一 些 尸 源 鉴 定 ， 要 与 嫌疑 家 庭 人 员 进 行 比 对 ， 罕 变 将 
是 一 个 值得 注意 的 重要 问题 ， 因 为 如 有 突变 站 在， 将 会 出 现 不 完全 的 匹配 。 

12.1.8 用 于 法 医 DNA 分 型 的 理想 STR 基因 座 特点 

目前 在 人 类 基因 组 中 已 发 现 8 000 多 个 STR 基因 座 ， 但 不 是 所 有 的 STR 基因 座 都 适用 
于 法 医 DNA 分 析 应 用 。 从 实用 价值 考虑 ，STR 基因 座 应 具备 以 下 特点 : 

L EAH BEKEA 95 ~ 500bp 范围 ， 最 好 在 400bp 以 下 ; 

2. 具有 较 启 的 杂 合 度 及 个 人 识别 能 力 ， 一 般 杂 合 度 在 0.70 以 上 ，DP>0.90; 

3. 其 有 规律 的 四 核 背 酸 或 五 核 背 酸 重 复 序列 ， 阴 影 带 出 更 率 较 低 ， 较 少 或 没有 插 人 
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等 位 基因 
4. 等 位 基因 数 为 10~ 12 个 ， 等 位 基因 易于 区 分 ; 
5. 与 其 他 基因 座 复合 扩 增 时 ， 重 复 性 好 ; 
6. RTRM, 不 超过 0.2%; 
7, 具有 高 度 种 属 特异 性 。 
g. 复合 扩 增 体系 中 的 各 STR 基因 座 分 布 在 不 同 的 染色 体 上 ， 基 央 座 之 间 没 有 连锁 ， 


可 利用 莱 法 原则 计算 偶合 率 。 
12.1.9 阴影 带 或 峰 
阴影 带 (stutter band) 或 峰 (stutter peak)， 指 的 是 等 位 基因 主 带 前 ( 短 一 个 重复 的 位 
E, 图 12-9) 的 一 些 强 度 较 浅 的 带 ， 经 测序 证 实 其 长 度 比 等 位 基因 短 一 个 重复 序列 ， 阴 
影 带 是 在 复制 过 程 中 Tag DNA 聚合 酶 的 滑动 造成 的 (图 12 - 10)。 复 制 请 动 在 二 核 苷 酸 
STR 基因 座 较 为 多 见 ; 四 、 五 核 痛 酸 重复 基因 座 则 相对 少见 。 在 复合 扩 增 中 ， 由 于 扩 增 反 
应 条 件 不 是 每 个 基因 座 的 最 佳 条 件 ， 容 易 出 现 阴影 带 。 
l0 _5 25 12 0.62 0.31 0.15 


ALK P AB AB AB AB AB AB A B AL 





D5S818 — m 





Æ 12-9 stutter 峰 图 中 所 标 有 stutter 即 为 stutter Ë$ 


L 2 Š é 5 6 
A 模板 DNA -H 
扩 增 产物 -器 器- 


1 2 6 
模板 DNA 
*— G ü ú ús 


B 扩 增 产 


1 2 3 4 5 6 
模板 DNA —-— g E —E- 
k... T T> 


图 12-10 产生 Stutter 的 滑动 机 制 





第 十 二 章 ” 微 卫星 《STR) 基因 座 概 述 及 检验 方法 215 








阴影 带 发 生 频 率 不 仅 与 复合 体系 中 的 基因 座 有 关 ， 市 壬 同一 基因 座 内 不 同等 位 基因 也 
不 同 ， 一 般 随 等 位 基 因 长 度 增加 而 增加 。 阴 影 带 峰 高 与 等 位 基因 峰 高 的 百分比 叫 “stutter” 
百分比 ， 用 来 表示 阴影 带 的 强度 ， 它 有 以 下 一 些 特点 ， (1) “stutter” 百 分 比 一 般 在 10% J 
下 ,在 同一 基因 座 内 随 等 位 基因 长 度 增加 而 增加 (图 12- 11); (2) “stutlter” 百 分 比重 复 
性 很 好 ， 它 们 平均 偏差 在 +2.5 久 范围 内 ; (3) 阴影 带 不 仅 取 决 于 基因 座 ， 也 取决 于 所 用 
的 聚合 酶 和 PCR 反应 条 件 ; (4) 阴影 带 随 重复 单位 的 长 度 增加 而 减少 ， 五 聚 核 苷 酸 的 阴 
影 带 < UREE < BER < 二 核 背 酸 ; (5) 含有 不 完整 重复 序列 的 等 位 基因 较 少 产生 阴 
Eir: (6) 在 150 ~ 4500RFU 〈 相 对 荧光 素 单 位 ) 之 间 “stutter” 百 分 比 不随 加 样 DNA 量变 
化 而 变化 。 对 于 范围 外 【 菊 光 检测 仪器 设 定 的 最 黄蜂 的 益 值 ) 的 等 位 基因 上 峰 ，"“stutter” 百 
分 比 可 能 不 正常 的 高 ， 在 电 注 时 减少 PCR 产物 上 样 量 ， 可 以 增加 定量 测定 的 准确 性 。 

阴影 带 的 存在 会 增加 混合 样品 DNA 结果 解释 的 复杂 性 ， 比 如 当 混 合 样品 中 某 一 个 成 
分 的 含量 出 较 低 时 ， 很 难 区 分 开 “stutter” 峰 与 混合 样品 中 较 少 组 分 的 等 位 基因 ， 使 结果 
解释 变 得 复杂 ， 因 此 必须 予 于 注意 。 

减少 阴影 带 产 生 有 以 下 三 种 方法 : 

(1) 采用 较 长 重复 单位 的 STR 基因 座 。 目 前 已 发 现 一 些 五 核 背 三重 复 序列 的 基因 座 ， 
它们 的 平均 Stutter AA ERF 1% 

(2) 含有 不 完全 重复 单位 的 等 位 基因 产生 的 阴影 带 少 。 例 如 ，TH01 基因 座 的 核心 序 
列 为 AATC， 等 位 基因 9.3 在 重复 区 中 间 含 有 一 个 ATG 序列 ， 当 核心 序列 被 打 断 时 ， 产 牛 
的 阴影 带 比 相 近 长 度 会 有 完整 核心 序列 的 等 位 基因 低 ，VWA 的 情况 也 证 实 这 点 。 

(3) 采用 延伸 速度 快 的 DNA 聚合 酶 。 阴 影 带 的 形成 与 DNA 率 合 酶 复制 模板 的 速度 有 
关 ， 如 有 果 聚 合 酶 复制 速度 慢 ， 则 相应 的 阴影 带 量 增 加 。 有 人 提出 如 果 将 来 热 稳定 DNA 3 
合 酶 的 速度 比 现在 Tag DNA 聚合 酶 的 50 - 60 碱 基 / 秒 速度 要 快 ， 那 么 阴影 带 就 会 减少 。 

12.1.10 3 端的 萄 外 A ZC 5 80385 Mü 

Taq DNA 聚合 酶 具有 类 似 DNA 末端 转移 酶 (TIT) 的 功能 ,可 在 新 合成 双 链 产物 的 3 
林 端 加 上 一 个 非 模 板 依 赖 的 碱 基 ， 使 PCR 产物 3' - 端 经 常 有 额外 的 碱 基 ， 通 常 称 之 为 非 
模板 添加 物 。 理 论 上 四 种 碱 基 均 可 被 添加 到 3' 端 ,但 Tag DNA 酶 对 dATP 的 聚合 能 力 远 远 
高 于 其 它 三 种 dNTP, PCR 产物 3" 端 的 非 模板 添加 以 腺 苦 哈 【aqdenine) 为 宇 ， 称 为 点 添加 ， 
这 种 非 模 板 添 加 导致 PCR 产物 比 真正 目的 序列 多 1bp. fE PCR 扩 增 中 最 后 一 步 60% = 
72 扣 保温 有 利于 A 的 添加 ， 而 且 加 A 的 程度 取决 于 模板 链 的 序列 与 反 向 引物 的 5' 端 序列 。 
有 人 发 现 引 物 于 端 为 @， 利 于 聚合 酶 的 A 添 加 。 因 此 引物 序列 不 同 ， 每 个 基因 座 的 腺 化 比 
例 稍 有 差异 。 

如 果 PCR 产物 部 分 腺 化 ， 而 不 是 全 部 加 A， 和 使 每 个 等 位 基因 有 大 小 相差 Ibp 的 二 个 片 
段 (“n” 和 “n+1” 带 , n 为 全 长 等 位 基因 ，n +f 带 为 等 位 基因 +1, 或 表达 为 + AZ — 
A), HAE 12 — 12 所 示 的 肩膀 峰 (shoulder peak) 或 为 裂 开 的 峰 (split peak}。“n” 和 
“n+1” 带 的 存在 增加 分 型 复杂 性 ， 无 法 区 分 是 差 1bp 的 二 个 真正 等 位 基因 还 是 不 完全 杏 
IERRA “n” A “ntt” F, EA, TRO 基因 座 的 等 位 基因 10 没有 腺 化 的 片段 长 度 与 
等 位 基因 9.3 腺 化 的 医 度 相同 。 因 此 要 求 所 有 PCR 产物 要 么 加 A， 或 要 么 都 不 加 A。 表 
12-10 列 出 了 + 和 与 -上 的 方法 。 
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一 些 基 因 座 的 stutter 让 分 比 


图 12-11 
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表 12-10 末端 加 上 与 不 如 上 的 方法 





方法 # 
“产物 全 部 加 人， 
在 GOC 72 "C HE fii 30 — 45min 使 所 有 产物 全 部 腺 化 
反 向 链 引 物 5'i GTICTT 序列 整 链 引 物 3' 庙 完全 加 A 
产物 不 加 A: 
友和 疝 链 引物 加 入 一 个 内 切 酶 切 点 内 切 酶 消化 切 去 洪 加 的 不 
酶 除去 添加 的 A 利用 pfu 或 T4 诊 合 酶 的 外 切 酶 活性 除去 添加 的 A 
采 几 没有 末端 转移 酶 的 收 饰 酶 聚合 酶 没有 3' 端 山 A 功能 


在 实际 使 用 中 ， 采 取 司 所 有 PCR 产物 的 3' 端 进行 非 模板 添加 。 保 证 最 大 可 能 A 洪 加 
的 方法 是 : 一 是 选择 有 利于 A 漆 加 的 引物 序列 ; 二 是 扩 增 最 后 一 个 循环 是 60 Ç 下 保温 


45min- 


12.2 STR 基因 座 检 验 


12.2.1 多 STR 基因 座 复 合 扩 增 
1. 复合 扩 增 的 特点 
STR 基因 座 由 于 串联 重复 序列 具有 2~7bp， 等 位 基因 片段 比较 小 ， 等 位 基因 数目 相对 
”有 痕 ， 片 眉 长 度 范围 小 ， 较 容易 扩 增 ， 各 基因 座 之 间 扩 增 条 件 基本 相似 ， 因 此 几 个 不 同 的 
基因 座 可 以 安排 在 同一 个 反应 管 中 进 行 扩 增 , 这 种 把 二 个 或 二 个 以 上 的 基因 座 放 在 同一 个 
反应 管 中 同 时 扩 增 ， 叫 复合 扩 增 。 单 个 STR 基因 座 等 位 基因 数 少 ， 信 息 量 有 限 ， 实 际 案 
件 鉴定 常 需 联合 检测 8 ~ 12 个 基因 座 ， 才 能 达到 类 似 DNA 指纹 的 同一 认定 水 平 ; 多 个 STR 
基因 座 复 合 扩 增 ， 明 显 提 高 了 单 次 检测 信息 量 ， 一 次 检测 可 以 达到 个 人 同一 认定 ,但 灵敏 
度 比 单 基因 座 扩 增 低 。 例 如 四 基因 座 复 合 扩 增 体系 ， 其 灵敏 度 为 100pg DNA， 低 于 100pg 
基因 组 DNA 复合 扩 增 时 会 出 现 一 些 等 位 基因 丢失 现象 。 

不 论 STR 的 单 基 因 座 扩 增 还 是 多 基因 座 复 合 扩 增 ，PCR 反应 体系 仍 由 PCR 反应 缓冲 
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液 、dNTbs 、 模 板 DNA、 引 物 DNA RAMA Mg 成 分 组 成 ， 只 是 复合 扩 增 中 引物 的 数量 
相对 多 些 。 在 确定 复合 六 增 反 应 热 循环 铺 数 时 ， 扩 增 条 件 并 不 是 每 个 基因 座 所 特定 的 、 最 
适 的 。 因此， 在 实验 设计 时 要 考虑 旬 各 基因 座 间 扩 增 效率 的 均衡 。 

2. 复合 体系 基因 产 数 日 的 确定 

多 少 个 基因 座 可 以 在 一 个 复合 体系 中 扩 增 ， 归 决 于 扩 增 产物 检测 系统 、 日 前 常用 检测 
系统 有 和 银 染 和 荧光 染料 标记 自动 检测 系统 。 

(1) RRES 银 染 法 只 根据 各 等 位 基 针 的 片段 大 小 区 分 ， 要 求 组 成 复合 扩 增 的 各 个 
基 府 座 等 位 基因 片段 长 度 范围 没有 重 登 。 复 合体 系 中 基因 座 数 日 不 宜 案 ，-- 般 为 3~ 4 个 。 

(2) 案 色 荧光 标记 检测 系统 ”该 检测 系统 可 以 根据 等 位 基因 片段 所 带 的 荧光 颜色 不 同 
mA, BE AEA EREA RAHENA, 也 可 采 有 最 不 同 的 荧光 染料 标记 ， 区 分 
不 同 基因 座 的 等 位 基因 。 因 此 这 种 复合 体系 可 以 有 较 允 的 基因 座 ， 如 ? 个 基因 座 、8 或 10 
个 基因 座 复合 扩 增 ， 甚 至 开发 有 16 个 基因 座 的 复合 扩 增 系统 ， 明 显 提高 了 检测 的 信息 量 。 

12.2.2 扩 增 参数 对 STR 复合 扩 增 的 影响 

对 于 某 一 特定 STR 基因 座 ，PCR 反应 参数 是 特定 的 ， 也 是 最 适 的 ， 当 二 个 或 二 个 以 
上 蔡 因 座 在 同一 反应 体系 中 进行 复合 扩 增 时 ， 要 兼顾 各 个 基因 座 的 特点 ,合理 调整 扩 增 体 
系 成 份 、 热 御 环 参数 等 因素 ， 才 能 提高 复合 体系 扩 增 效率 。 

1.PCR 缓冲 液 

Tag DNA 聚合 酶 的 标准 反应 缓冲 液 成 分 为 0mmol/L Tris - HCL (pH8.3), 50mmol/L 
KCI, 1.5mmol/L MgCl ,1 的 TritonX100 38 0.001% AIHE. 1% Triton- X100 #1 0.01% K PH Hë 
都 具有 组 解 重 品质 对 Taq DNA 聚合 酶 的 抑制 作用 ， 不 同 厂家 PCR 缓冲 液 设 有 明显 差异 。 

PCR 反应 缓冲 液 浓度 改变 会 影响 PCR 扩 增 ， 例 如 图 12 - 13， 当 标准 缓冲 液 浓度 减少 
到 一 半 时 ， 复 人 台 扩 增 PCR 产物 会 减少 ， 不 同 基 因 座 受 影 响 程度 不 同 ; 当 浓 度 增加 到 两 信 
时 ,背景 信号 也 明显 增加 。 














缓冲 波 浓 度 





图 12-13 不 同 PCR 缓冲 淤 浓度 对 四 重复 合 
GOWA, FI3A1, FES/FPS. THOL 扩 增 殊 率 的 影响 


2. 引物 浓度 + 
(1) 复合 体系 中 某 基 因 座 引物 浓度 发 生 改 变 ， 该 基因 座 扩 增产 物 信 号 强度 会 发 牛 变 
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化 ， 但 基本 不 影响 复合 体系 中 其 他 基因 座 ， 信 和 导 没 有 明 避 变化 。 但 有 个 别 基 因 座 引物 浓度 
变化 ， 如 vWA， 可 能 会 引起 其 他 基因 座 信 号 强度 降低 (Ej 12 - 14) 。 
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图 12~14 PASH REGES A (¿WA FIAI, FES/FPS, THOL) 扩 增 效率 的 影响 
a- d; PARESH E 4k; e HAJEE BF 2y 4k. 


(2) 复合 体系 中 所 有 基因 座 引 物 浓度 同时 发 生变 化 ， 所 有 基因 座 扩 增 均 受 到 影响 。 倒 
如 引物 浓度 减 半 ， 所 有 基因 座 信和 号 均 降低 ; 引物 浓度 增加 一 倍 ， 所 有 基因 座 信和 号 增加 ， 引 
物 二 聚 体 产 生 的 杂 带 出 现 烽 率 也 增加 。 

G) 从 复合 体系 中 减 去 任 一 基因 座 引 牺 ， 对 其 他 基因 座 扩 增设 有 明显 影响 。 

3, dNTP 

在 PCR 反应 中 ，dNTPs 与 Mgt ERA, Pñ dNTPs 浓度 与 Mg + 浓度 直接 相关 。 在 
标准 反应 体系 中 ，dNTPs 总 浓度 为 800 jumol/L (每 一 个 dNTP 浓度 为 200pmol/L)。dNTPs žk 
度 减 少 ， 聚 合 酶 链 反 应 底 物 不 足 ， 所 有 扩 增 产物 减少 ,减少 程度 随 基 因 座 不 同 而 不 同 ， 
dNTP: 浓度 超过 反应 最 侍 水 平时 ， 所 有 基因 座 扩 增 效率 明显 降低 ， 这 可 能 是 由 于 游离 的 
ME t 不断 减 少 ， 聚 合 酶 活性 降低 了 (E 12- 15a)。 

由 于 Tag 酶 具有 非 模板 的 PCR 产物 3' 端 一 个 碱 基 添 加 功能 ，PCR 产物 中 存在 正常 长 度 
和 3' 端 多 一 个 额外 碱 基 的 产物 { 即 前 面 介 绍 的 5 与 n+1 带 ) 共存 ，dNTPs 浓度 增加 时 ， 
游离 的 Me RS, Tag 酶 的 3' 端 非 模 板 添加 活力 也 降低 ，n+ 1 带 的 比例 下 降 。 

4. Taq EA B pk PE 

SO R MRRP Ta 酶 用 其 为 1.0. 2.5u， 当 反应 体系 中 Tag 酶 量 大 于 2.5u， 非 特异 
带 扩 增 就 会 增加 ; 少 于 i.u, PCR 特异 产物 较 少 或 甚至 没有 (图 12 - 15b) 。 
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图 12-15 dNTP R EF AMR E PU S 
复合 (WA, FI3AL, FES/FPS, THOI) 扩 增 效率 的 影响 
u: INTP RE; b; MRE 


5, 模板 DNA WE 

模板 DNA 浓度 减少 ， 扩 增产 量 降低 ， 不 同 基因 座 减 少 程度 不 同 (图 12-16), RiR 
DNA 拷贝 数 很 位 时 ， 可 引起 同一 基因 座 二 个 等 位 基因 的 不 平衡 扩 增 ， 表 12 -11 是 杂 合 
个 体 在 模板 DNA 100pg ~ ing 范围 内 汪 个 等 位 基因 强度 信号 比 。 当 模板 DNA 为 100pg Hf, 
不 平衡 扩 增 造成 获 光 信和 号 强度 比 可 高 达 56% ， 因 此 在 对 微量 样品 结果 分 析 时 ， 应 当 注 意 
等 位 基因 间 的 不 平衡 扩 增 。 模 板 DNA 低 于 100pg DNA 时 不 平衡 现象 中 加 严重 ， 当 模板 
DNA EF 50pg 或 更 少 ， 其 中 较 大 一 个 等 位 基因 得 不 到 扩 增 ， 易 造成 假 纯 合子 现象 ; m EL 
模板 DNA 量 少 ， 不 同 基因 座 之 间 扩 增 效率 也 不 平衡 ， 扩 增 片 段 长 度 较 大 的 基因 座 的 扩 增 
产物 明显 减少 。 








模板 BNA 浓 度 











š š š š 





图 12-16 BHR DNA 浓度 对 四 重复 富 (¿WA F13A1, FFSZFPS. THOI) 扩 增 效率 的 影响 
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表 12-11 模板 DNA 量 对 条 合 子 个 体 复合 扩 增 效率 的 影响 
RA TEMERI SERAT 2 铝 的 样品 百分比 








模板 DNA 量 
HUMvWA31. À HUMTHOI HUMF13A1 HUMFESZFPS 
` l00pg E 41% (46%) — — 46% (51%) 39% (56%) 34% (41%) 
250pg 25% (30%) 30% (44%) 17% (40%) 23% (60%) 
500pg IB% (28%) I8% (41e) Am (2122 SR 30; 
750pg 27% (28%) 41% (28%) 5% (21%) 10% (28%) 
Ing, IR% (28%) 6% (28%) 0% (15%) 3% (21%) 


Jš S PIJ Sky A at a An T EL A E S B K B, 


6. 扩 增 循环 数 

在 PCR 反应 进入 平台 期 前 ，PCR 产物 总 产量 与 PCR 御 坏 数 直接 相关 。 进 人 平台 期 ， 
PCR 产量 不 再 明显 增加 ，PCR 御 环 数 .… 般 为 28 ~ 35 个。 不 同 基因 座 进 人 平台 期 的 时 间 术 
同 ， 所 以 在 同一 个 循环 数 下 ， 各 基因 座 的 产量 有 所 差异 【图 12 - 17) : 

















图 12-17 扩 增 往 环 数 对 复合 扩 增 效率 的 彩 响 


7. 变性 温度 

PCR 反应 的 变性 淹 度 一 般 为 3 ~ 95C， 在 此 范围 内 基本 没有 差异 ， 当 灾 性 温度 为 
97BÍ, PCR 扩 增 效率 明显 降低 ， 因 为 温度 升 高 ， 使 Ta 酶 半衰期 变 短 ,如 os CF EA 
40min, f 97 C PEMU 29 5min。 不 向 基因 座 间 受 影 响 程 度 有 所 差异 (如同 12 - 18a)。 

8. 退火 温度 

每 一 个 引物 碱 基 序 列 不 同 ，GC 含量 不 同 ， 最 适 退 火 漫 度 也 不 同 ， 退 火 温度 变化 引起 
不 同 基因 座 扩 谱 效率 改变 。 退 火 温度 提高 ， 信 号 减弱 ; 退火 温度 低 ， 信 和 号 剖 ， 同 时 背景 信 
号 强 ; 退火 温度 升 高 或 降低 ， 对 复合 体系 中 任 一 睦 因 只 的 影响 结果 与 单一 扩 增 情况 相同 
‘图 12 - 18b). 

9, 非特 异 扩 增产 物 

在 复 人 台 体 系 中 ， 存 在 多 对 引物 ， 易 发 生 引 物 与 引物 之 问 的 结合 ， 形 成 引物 二 聚 体 
(primer ~ dimer)， 产 生 一 些 低 分 子 量 (55 ~ 75bp》 非 特异 性 产物 。 较 少量 的 引物 二 育 体 存 
在 ， 并 不 影响 扩 增 产物 产量 ,但是 较 多 的 引物 二 襄 体 会 呆 致 扩 增 产量 降低 ， 其 至 严重 时 检 
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图 12- 18 变性 温度 和 退火 温度 对 四 重 
复合 [vWA、F13Al1、FES/FPS、TH01) 扩 增 效率 的 影响 
ar FHER: b: jE KRE 


WEKA PCR 产物 。 

在 PCR 反应 前 ， 引 物 二 案 体 的 形成 随 引物 总 浓度 增加 而 增加 。 另 外 ， 引 物 二 聚 体 形 
成 与 PCR 反应 牢 环 前 试剂 温度 有 关 ， 当 PCR 反应 液 温 度 升 高 到 70 人 和， 引物 二 聚 体 大 量 形 
成 。 因 为 较 高 温度 增加 Tag 酶 活力 ， 因 此 在 准备 PCR 反应 时 最 好 在 低温 下 进行 。 

10, 离子 强度 

改变 离子 浓度 也 会 影响 PCR 反应 ， 如 反应 体系 中 NaCl (或 KCl) 终 滚 度 大 于 50mmol/L 
BP (& 12 - 12)，Tad 酶 活力 受到 抑制 ，PCR 扩 增 受阻 。 


表 12-12 高 子 强 度 对 扩 增 效率 的 影响 














= 等 位 基因 信号 位 低 本 分 化 
基因 应 NaCl 浓度 
125mmol/ L 100mmal L T5mmol1. SOmmol/L 
YWA NS 50% Üs 0e 
THO! Ns 50% 25% 06% 
Fi3Al NS NS NS Q% 
FESZFPS NS NS NS 09% 
NS 表示 没有 信号 检测 到 
ll.pH Ë 


fee akiri F, PARRA T PCR 缓冲 液 能 力 。 当 5mmol/L. HCE 或 7.5mmol/ L 
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NaOH 存在 下 ，PCR P FZ 2 2 39, EEE HC 或 NaOH 下 ， 部 分 扩 增 产物 信和 号 降低 
( 表 12-13)， 
表 12-13 pH 值 对 扩 增 效率 的 影响 

















等 位 基因 信号 降低 自分 比 
基因 座 HOORBARE (mmol/L) NaOH BE R DR BF 《mmol/L) 
75 5 25 I as los 1 25 3 J5 — 
VWA NS NS 60% 10% l0% |o% o% 10% 20% NS 
THOI NS NS 50% 0% 0% 0% 0% 0% l0% NS 
FEI13A1 NS NS 30% 10% 0% o% o% 10% 30% NS 
FES/FPS NS N 90 22W% i0% 0% o% 10% 50% — NS 


NS 表示 没有 信号 检测 到 


12. 引物 之 交配 比 

为 获得 尽 可 能 平衡 的 信守 强度 ， 引 物 浓度 党 调 整 。 确 定 最 适 引物 浓度 还 取决 于 PCR 
产物 检测 方法 。 当 用 荧光 检测 系统 时 ， 涉 及 二 个 主要 因素 : (1) 不 同 费 光 染 料 的 检测 灵敏 
度 不 同 ; (2) 引物 标记 效率 和 纯化 ， 装 于 新 合成 或 标记 纯化 的 一 批 引 物 ， 首 先 必须 确保 它 
在 复合 体系 中 的 特异 性 。 

12.2.3 复合 扩 增 STR 基因 座 的 要 求 与 标准 

对 于 法 医 DNA 分 析 应 用 的 复合 扩 增 体系 的 STR 基因 座 ， 除 了 满足 一 般 应 用 要 求 外 ， 
还 有 如 下 要 求 ; 

1. 复合 体系 中 最 好 含有 1 个 性 别 基 因 座 (如 Amelogenin ); 

2, 所 有 基因 座 分 布 在 不 同 染色 体 上 ， 保 证 鞭 因 座 之 间 没 有 连锁 ， 以 利 系 统 可 以 用 乘 
法 原则 计算 偶合 率 。 

3. 包 会 几 个 低 分 子 量 的 基因 座 ( 扩 增 产物 片段 小 于 150bp)。 

4. 采用 特异 性 好 ， 酶 活性 高 的 Tag DNA 聚 台 酶 ， 如 Gold Tag DNA R AWe 

5. 各 基因 座 应 有 相应 的 等 位 基因 分 型 标准 物 ， 便 于 分 型 。 

6. 对 于 银 染 检测 系统 .各 基因 座 的 等 位 基因 片段 长 度 不 能 重 得 ， 复 台 体 系 不 宜 超 过 4 
个 STREHE, 

12.2.4 复合 扩 增 类 型 
自 1992 年 初 Edward 等 正式 报导 了 3 个 基因 座 STR 复合 扩 增 以 后 ， 陆 续 有 作者 相继 报 
道 了 新 的 复合 扩 增 体系 。 按 复 台 扩 增 STR 基因 座 的 多 少 分 为 双 基 因 座 复合 扩 增 ， 三 基 
因 座 复合 扩 增 ， 四 基因 座 复合 扩 增 ,六 基因 座 复 合 扩 增 ,七 基因 座 复 合 扩 增 ， 以 及 八 、 
A. 十 、 十 三 、 十 五 、 十 六 等 基因 座 复 合 术 增 等 。 复合 体系 中 基因 座 数 越 多 ， 体 系 的 个 体 
识别 率 越 高 ， 鉴 定 能 力 越 强 ， 表 12 - 14 州 出 了 部 分 商业 试剂 盒 。 
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表 12-14 部 分 试剂 盒 
wieg ” ”生产 厂家 ” 包含 的 基因 人 I RAR 
THOI, TPOX, CSEIPO P THOT TPOX, CSFIPO 1:410 
romega ` X, CS : 
moroplexes ( 银 染 系列 } i 
PE Applied 
AmpFISTR? Blue . D351358. VWA. FCA 1 : 5000 
Biosystems 
PEApplied 
AmpFISTR® Green 1 . Amecelogenin, THOI, TPOX, CSFIPO 1:410 
Biosystems 
CTT Fromega CSFIPO, TPOX, THOIL, YWA (vWF) 1:6600 
FFFL Promega FI3AT, FESAFPS, F13B, LPL 1:1500 
Gammas TR Promega D165539, DI3S317, D75820, D55818 I:I.8 x 10* 
Powerplex!" (1.1 #l CSF1PO, TPOX, THO], YWA, 
Promega 1:1.2x I0” 
1.2) D165539, D135317, D73820, D5S818 
D331338, VWA. FGA, Amelogenin, 
FEApplied 
AmpFISTR" profiler DES1179, Dalsll， D18S51， D58818, 1:9.6x 10" 
Biosystems 
D135317, D78820 
PEApplied D351358, D165539, Amelogenin, YHOL, 
AmpFISTR" Cofiler _ 1:8.4 x 10 
Biosystems TPOX, CSFIPO , D75820 
D351358, YWA, D65539, D251338, 
PEApplied ， 
AmpFISTR 8GM plus Amelogerun, D851179, D2I511. 1:3.3 x 101: 
Biosystents 
D18551, D193433, THOI, FGA 
1351358, THOL, D21511. D18551. 
Powerplex "2.1 Fromega _ _ 1:8.5 x 10" 
VWA., D8S1179, TPOX, FGA, PentaE 
CSFIPO, FGA, TPOX, THOL, YWA, 
w" 1351358, D55818, D75820, D83129. ñ 
Puwerplex 116 Promega 1:1.8 x10” 
D133317, D165539. D18551, D21511, 


Penta D, Pena E, Amelo 


min 








上 需要 注意 的 是 ， 即 使 是 同一 个 基因 康 ， 但 不 同 试剂 盒 中 的 引物 序列 可 能 不 同 ， 竺 位 基 
HERRERNE A J], P vwa 基因 座 ，Promega 公司 的 PowerplexTM1.1 id A A tk PEAp- 
plied Biosyslems 的 相应 等 位 基因 大 29bp， 上 时 他 基因 座 也 有 类 似 现 象 (# 12-15). MHIE 
会 出 现 个 别 个 体 的 基因 型 不 -- 致 。 


RR- 不 同 试 剂 傅 相 同 基因 座 的 扩 增 等 位 基因 片段 差异 
染色 体 核心 序 











ER E N 
定位 列 
USF1PO Promega 公司 的 Powerplex™ 1.1 PQ £ EE PF. Applied Biosystems 的 大 
. 、 人 qter AGAT 
5 ~ 15) llbp 
FGA (H 
51.2) dater CITI Powerplex "2.1 ÈRA tE PE Applied Biosystems AJK 112 bp 
Powerplex™M2.1 试剂 盒 比 PE Applied Biosystems 的 大 11 bp, Power- 
THH l] pler AATE 


plex!™1.1 与 Powerplex "2.1 ZEHA 19 bp 
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续 表 
I E Powe ext2 1 试剂 合 E PE À plied Bios stems 的 KT bp, Powe hle 
TPOX 2pter AATG P PE yee P Y 
1.1 与 Powerplex "2.1 之 间 相 差 38 bp 

VWA 12 TCTA, Powerplex™2.1 试剂 合 比 PE Applied Biosystlems 的 小 29 bp, Power- 
FW pter N 

TCYC plexs!“1.1 与 Powevplex "2, 1 之 间 没 有 差异 

ACA, A- PF Applied Biosvstems 的 multiplex Profiler, Profiler Plus, COfiler Æ SGM 
D351358 3pter . ， ， . 

GAC Plus 试剂 僵 的 等 也 基因 大 小 - - 致 ， 它 们 比 Powerplex 22, 1 的 小 2 bp 
D55818 . 
(7 16) Sqter AGAT Powerplex™1 AAE PE Applied Biosystems 的 小 15 bp 
D75820 Tqter GATA Powerplex'™1.1 WA AHE FE Applied Biosystems 的 小 42 bp 

TCTA 
D8s1179 8 TCTG Powerplex 2.1 试剂 盒 比 PE Applied Biosystems 的 大 80 bp 
DI3S317 13qter GATA Powerplex "1.1 LK R| & HE PE Applied Biosystems 的 小 36 bp 
D165539 I6qter AGAT Promega Z+ A) PNA ALA tE PE Applied Biosystems 的 小 31 bp 
D18551 l8qter AGAA Powerplex "2.1 试剂 便 比 PE Applied Biosystems 的 人 22 bp 

f TCTA， 

121511 2] ETG Powerplex™2.] WRR Æ HE PE Applied Biosystems 的 大 17 bp 





12.2.5 常用 的 STR 复合 扩 增 基本 技术 

STR 基因 座 扩 增 的 原理 和 小 卫星 的 VNTR 基因 库 基 木 相同 ， 只 是 PCR 反应 体系 中 组 成 
成 分 会 全 不 同 ， 模 板 DNA 用 量 减 少 ， 扩 增 退 水 、 延 伸 时 间 较 小 卫星 VNTR 短 。 

为 了 方 使 操作 、 保 证 重复 性 ， 预 先 配 置 引 物 混合 液 (引物 - mix)。 当 然 也 可 以 采用 与 
小 卫星 VNTR 一 样 的 各 组 分 各 自 单独 加 样 的 方式 。 以 下 所 介绍 的 只 是 一 般 性 的 操作 程序 ， 
反应 体系 各 组 分 的 含量 要 根据 只 体检 验 的 基因 座 进 行 调整 ， 达 到 最 佳 反 虚 体 系 组 成 以 及 扩 
增 热 循环 参数 。 对 于 使 用 商业 化 的 试剂 僵 应 严 糙 按照 说 旧书 操作 。 

1. A 

(1) 10x STR FH: 100mmol/L Tris - HCl, pH 8.3, 500mmol/L KCI, 15mmol/L Mg- 
CL, 10% Triton X - 100， 灭 菌 ， 保 存在 - 20%. 

(2) 引物 混合 液 : 0.5mmoəl/L 各 dNTP, 500nmo/L 各 引物 。 

(3) PCR 体系 ; l0mmol/L Tris- HCI (PH 8.3), 50mmol/L KCI, 1.5mmol/L MgCL ，1 和 
Triton X- 100, O.2mmol/L 种 dNTP，200nmol/L 各 引物 ，0.025u/nl Tag DNA 聚合 酶 。 引 物 
浓 诬 应 根据 其 体 基因 座 而 定 。 

2. 操作 方法 

(1) 计算 所 需要 试剂 的 灵 : 每 一 反应 管 所 需 的 量 x (所 要 分 析 的 样品 数 +3 }。 儿 出 
的 3 份 主要 是 ; 一 份 用 于 各 性 对 照 ， 一 份 用 于 阴性 对 照 ， 另 一 份 用 于 补偿 吉 样 过 程 中 的 损 
K; 

(2) 在 室温 下 融化 引物 ; 

(3) 标记 每 -一 个 反应 管 ; 
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(4) 将 PCR 反应 管 放 在 冰 水 浴 中 架子 上 10s; 

(5) 加 入 所 需 的 无 菌 水 (27,5p17 反 应 }、10 x STR., SARER (20pl/ 肥 应); 

(6) 加 入 所 需 Tag DNA RAWE (0.25p 的 Suul Tag 聚合 酶 )， 洪 名， 即 配 制 成 PCR 
混合 液 ; 

(7) 登 一 个 反应 管 中 加 入 4841 的 PCR 混合 液 ; 

(8) 如 28 DNA 提取 液 ， 总 体积 为 30p1]， 同 时 加 2 无 菌 水 到 阴性 对 照管 中 ， 加 241 
EA DNA 到 阳性 对 照管 中 。 最 后 各 管 加 1 滴 { 约 3021) 石蜡 油 ， 快 速 离心 数秒 ; 如 果 使 
用 有 热 盖 的 扩 增 仪 ， 可 以 不 加 石蜡 油 ; 

(9) 将 离心 管 放 入 热 循环 仪 中 。 根 据 扩 增 基 因 座 ， 设 定 PCR 反应 的 热 循环 参数 ， 进 
行 扩 增 。 

复合 扩 增 较为 常用 的 热 循 环 参 数 ， 95C 60s, 59% 60s, 72% 60s， 总 共 28 个 循环 ， 然 
后 60°C 延伸 45min， 最 后 温度 降 至 23% ， 直 至 取出 反 点 管 。 如 果 反 应 体系 中 加 的 是 金牌 
Tag DNA 聚合 梅 ， 在 进 和 人 循环 前 要 求 95 CE limin, KT SE B.n] IT E S Ik # BJ 8 
个 STR 基因 座 。 基 因 座 不 同 ，PCR 反应 条 件 也 可 能 不 同 ， 因 此 根据 所 分 析 的 基因 座 ， 其 
体 选 择 反 应 条 件 。 反 应 体系 也 可 以 减少 到 10m， 各 组 分 用 量 需 相应 减少 ， 








12.3 PCR 扩 增 产物 的 分 离 与 检测 


12,3.1 DNA 片段 的 分 离 

1. 扩 增 产物 的 分 离 方法 

由 于 STR 基因 座 的 重复 单位 得， 等 位 基 央 片段 癌 的 长 度 差 红 很 小 ， 一 般 选 用 聚 两 烯 
酰胺 凝 胶 电 泳 分 离 ， 也 有 少数 文献 报道 应 用 高 浓度 的 琼脂 糖 凝 胶 电 访 。 

STR - PCR 扩 增 产物 分 离 方法 主要 有 : 中 水 平 不 连续 非 变 性 聚 再 烯 醉 胺 效 胶 电泳 ， © 
ZEITER ARMER Be B bk; G 3 EE PE 38 DJ MG B RK BE E k K; 由 商 压 液 要 色谱 
(HPLC); QEM AI (CE); 地 基质 辅助 激光 解析 电离 一 发 行 时 间 质 谱 (MALDI - TOF) 
分 析 。 各 个 方法 各 有 特点 ， 表 12 - 16 为 其 分 析 速 度 和 仪器 花费 比较 。 


$ 12-16 STR 等 位 基 困 检测 方法 比较 











技术 j: EE ZP ta 位 器 花费 
EPA E BE EE E k E PR h 数 小 时 + 

B Sri F K 数 小 时 十 十 十 
毛细 管 电泳 数 分 钟 + 十 
MALDI- TOF 质谱 法 数秒 + + + + 


AFR THOI, vWA, FES/FPS FEWER, — W u[ e Rk 3 aE E PE SE 2 E 
沫 系统， 其 优点 是 操作 简便 、 费 用 低 ; 对 于 像 AC 基因 座 具 有 许多 等 位 基因 内 部 序列 变 
异体 ， 要 求 较 高 实验 技术 以 获得 好 的 重复 性 ， 一 般 采 用 垂直 变性 凝 腕 体系 结合 荧光 检测 或 
毛细 管 电泳 荧光 检测 系统 ;对 于 复合 STR #Ë[S B IK # E 3 H 3 H 2 ER PJ H Wk k 5ë 2 Es 
泳 ， 以 增加 分 辩 率 。 目 前 ， 一 般 使 用 含 6 ~ 7mol/1, RATIER AARRE (T4% ~ 
8%, C2% ~ 55%, RẸ 0.2 ~ 0.5mm)。 在 这 种 凝 胶 中 ，DNA 片段 的 迁移 率 只 与 其 长 度 有 
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而 与 其 碱 基 组 成 无 关 ， 只 有 极 高 的 分 辨 率 ， 可 以 区 分 并 机 盖 1bp 的 二 个 DNA 片段 。 

S DNA H SEM b Ë: 

根据 PCR 反应 中 引物 或 底 物 是 否 带 标记 或 修饰 ，SFR - PCR 扩 增 产物 分 离 后 的 谱 带 显 
现 方 法 分 为 三 大 类 : 

) 银 染 法 ”用 于 常规 的 聚 丙 烯 醚 胺 凝 胺 电 湾 分 离 扩 增产 物 的 谱 带 显示 。PCR 反应 中 
引物 或 底 物 dNTPs 不 经 任何 修饰 ，PCR 扩 增 产物 人 不 带 任 何 标 记 。 该 法 现 被 广泛 使 用 ， 其 录 
BETA pg 水 平 ， 所 需 试剂 常 几 易 得 、 廉 价 而 且 无 害 ， 整 个 染色 过 程 只 需 lh 左右 。 

(2) 同位 素 、 非 同位 素 标记 法 在 PCR 反 应 时 将 引物 或 底 物 dNTPs 用 放射 性 同位 素 
标记 ，PCR 扩 增 产物 带 有 放射 性 ， 电 访 分 离 后 采用 放射 自 显影 的 方法 显现 结果 。 这 种 方法 
灵敏 度 很 高 ， 结 果 显 示 存 久光 片上 ， 本 诡 干 净 ， 谱 带 清 晰 。 其 缺点 基 检 验 过 程 中 存在 放 
射 性 污染 等 问题 。 非 同位 素 标 记 有 疗 根 过 氧化 物 酶 、 碱 性 磷酸 栈 和 生物 素 等 ， 电文 分 离 后 
进行 酶 联 化 学 反应 显现 谱 带 。 早 期 曾 右 文献 报道 此 类 方法 ， 呈 前 已 基本 不 用 。 

(3) 荧光 法 在 PCR 反 应 时 将 引物 或 底 物 用 特殊 的 荧光 汪 料 标记 ， 使 扩 增 产物 片段 
带 上 荧光 标记 ， 电 访 分 离 后 用 荧光 打 描 仪 检测 或 PCR 产物 直接 在 全 自动 DNA 测序 仪 上 进 
行 扩 增 片段 的 分 离 与 检测 ， 结 果 以 扫描 峰 的 形式 显现 出 来 ， 这 种 方法 的 灵敏 度 和 准确 性 都 
很 高 ， 可 以 进行 定量 分 析 ， 但 需要 专门 的 仪器 和 试 沸 ,成 本 较 高 。 

对 于 单 基因 座 STR 分 析 也 可 采用 MataPhor SAAP (FMC 公司 ) 岂 泳 结合 SYBR Green 
染色 。 

目前 在 法 医 DNA 分 析 中 STR 扩 增 产物 分 齿 和 检测 方法 上 ， 庶 用 的 主要 是 垂直 聚 琴 烯 
醋 腕 瞩 胶 电泳 银 染 法， 荣光 标记 检测 法 和 毛细 管 电泳 区 光标 记 检 测 法 。 

12.3.2 PERAE BE R Eš BZ th st T£ 

E q e St 2 E bk aR RERA HE, Tae, 、 灵 敏和 成 本 低 等 优点 ,但 只 适用 于 单个 
基因 座 或 几 个 扩 增 产物 片段 长 度 不 重合 的 基因 座 的 复合 扩 增 体系 。 

STR 基因 座 等 位 基因 片段 长 度 差 异 比 小 卫 明 YNTR 要 小 很 多 ， 六 了 区 分 开 各 等 位 天 
因 ， 提 高 分 辨 率 ， 一 般 往 采用 比较 长 距离 的 超 划 育 丙烯 酸 腔 龊 胶 。 银 染 这 种 长 而 薄 的 凝 
胶 ， 不 宜 直 接 将 胶 剥 落 在 染色 盘 中 表 色 ， 因 为 游离 的 大 胶 在 染色 过 程 中 容易 破裂 ， 雯 加 操 
作 难 度 ， 必 须 将 效 胶 固定 在 一 载体 上 ， 如 将 凝 腔 直接 结合 在 玻 板 上， 或 结合 在 道 过 特殊 外 
理 过 带 有 粘 胶 剂 的 聚 酯 薄膜 上 ， 再 进行 银 染 ， 这 样 凝 胶 不 变形 ， 操 作 方 便 。 事 楷 薄 膜 经 过 
HAA Saline 1744A 处 理 ， 将 其 一 面 带 有 胶 粘 合剂 ， 使 其 能 与 具 胶 结合 。 凝 胶结 合 在 超 菏 
透亮 的 渡 腊 f， 操 作 方 便 ， 染 色 结 果 可 以 干燥 后 永久 保存 ， 屠 免 了 像 固 定 在 琉璃 板 上 那么 
复 傈 繁 珊 ， 而 且 必 须 配 备 很 多 玻璃 板 的 请 烦 。 

L 试销; 

KERA] (30p) 

硅化 剂 (10ml) 

95% Z Bg 0.5% Z BR K : 1ml 冰 醋 酸 加 人 199ml 95 % Z, BE 

固定 液 (10% Z.8Ë): 100ml 2K Z ñë m 900ml 趟 纯 水 

WER: lg 硝酸 银 ，1.5ml HE, FT 1 000ml 超 纯 水 

显 色 液 ， 30g 无 水 碳酸 销 ，200pl 硫 代 硫 酸 负 溶液 (109), !.Sml PÈ, Be Fl 000ml 
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ish k. 1074822. JHH BO m 
IK 
TEREE (Aer: Bis = 19:1) 
EER 
TEMED 
10 x TBE 缓冲 液 
2. 仪器 
电源 《如 LKB 或 Bio - Rad 公司 ) 
KEERA R Bt Rz 8 pe r pk (0em 以 上 长 ) 及 相应 的 玻璃 板 一 套 ， 如 Life Tech- 
nique 公司 的 ， 或 Bio- Rad 公司 或 国产 的 玻璃 板 ， 大 小 各 一 块 。 
3. 操作 程序 
(1) 聚 丙 烯 酰胺 凝 胶 制 备 前 玻 板 的 处 理 
D 生 噩 玻 板 的 处 理 有 取 ?4 粘 胶 剂 洲 于 im 号 各 乙醇 -0.5 扩 乙酸 溶液 ， 用 镜头 纸 按 水 
平方 向 和 垂直 方向 涂 擦 玻璃 板 的 一 而 ， 使 粘 腕 剂 均 句 地 涂 在 玻璃 板 每 一 处 。 晾 干 备用 ， 
D 区 玻 板 的 处 理 FR 1ml 碎 化 剂 用 镜头 纸 均 匀 涂 于 玻 板 上 , 方法 同上 ，5 ~ 10min 后 用 
LEE, T Ho 
BEIE t AUE H P E a HEIE; AEE DJ 92 R 5358 AEH Ki aa HKG E sU begu. 
O 将 长 琉璃 板 置 于 水 平台 于 ,硅化 面 朝 王 ， 放 好 夹 条 (spacer), 3$ 53888 i E EE 
条 |， 会 咎 合剂 面向 内 ， 用 类 子 夹 紧 两 玻璃 板 或 胺 带 封 住 玻 璃 板 三 边 ， 调 平 ， 准 备注 胶 。 
另 -种 处 理 方法 是 将 PAC 固定 在 带 粘 合剂 薄 腊 上. 方法 如 下 : 
D 得 政 板 的 处 理 Kim 硅化 剂 用 镜头 纸 均 名 涂 于 玻 板 上 ，5 ~ 10min 后 用 乙醇 冲洗 ， 
ETRA. RAAE ARRA, EA FEH 
O KRR TRER PAAR ELR, ERRA RRERR E. 
注意 薄膜 只 有 一 面 含 粘 合 剂 ， 粘 合剂 面 朝 上 ， 莓 膜 的 四 角 与 玻璃 板 的 四 和 角 对 齐 ， 并 去 除 它 
们 之 间 的 气泡 。 
加 然后 放 好 类 条 ， 将 短 琉 璃 板 压 在 夹 条 上 ， 硅化 面向 内 ， 用 夹子 来 紧 两 玻璃 板 或 腕 
带 封 件 玻璃 板 二 边 ， 淮 备注 胶 。 
(2) ERR mE 
Fe 12 -417 配制 T4. C5% . 7mol/L RR REE PAG, 


3 12-17 7mol/L BO. 0.5x TBE 的 30m 变性 PAG 组 分 


= 























组 分 4% 6% 
REO E T Beg 12.6g 
档 纯 水 16ml 14.5mi 
1) v TBF 1.5ml 1.5ml 
40% A RRR ER (19:1) 3ml 4.5ml 


HAR 30ml Hmi 
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待 尿 素 完全 溶解 后 , 加 入 10% PCOR88 43 1201. TEMED 201/1， 混 匀 ， 用 平 推 法 或 注入 
法 灌 胺 ,搬入 加 样 棒子 ， 最 后 用 夹子 夹 好 坡 璃 板 ， 宝 温 聚 合 lh 以 上 。 

平 推 法 : 将 长 玻璃 板 平 放 在 水 平台 上 ， 配 以 配套 的 炎 条 。 一 手 拿 住 短 玻 璃 板 的 一 端 ， 
将 短 玻 璃 板 的 一 端 措 在 长 玻璃 极 的 右 端 ， 另 一 手 拿 盛 内 胶 液 的 烧杯 ， 绥 缓 将 胶 液 倒 在 正 墙 
Ë - 端 ， 让 胶 液 自动 流 到 长 玻璃 板 的 另 一 末端 ， 充 满 师 玻璃 板 之 间 的 空间 ， 然 后 右手 组 组 
将 短 玻 墙 板 辣 前 推动 ， 一 边 推 一边倒 剩余 的 腔 液 和 直至 遇 玻 璃 板 的 左 端 (电泳 时 的 阳极 
FE) 对 齐 ， 胶 液 充满 整个 空间 ， 搬 好 梳子 。 

注入 法 : 用 加 样 器 或 直接 将 胶 液 加 在 已 组 装 好 的 玻璃 板 中 ,一边 加 ， 一 上 边 讼 打 坡 璃 
板 ， 使 胶 液 流动 加 快 ， 不易 产生 气泡 ， 灌 好 胶 后 ， 家 温 京 合 1h 以 上 。 

(3) STR 扩 增 产物 的 电泳 分 离 

中 预 电泳 及 上 样 ” 待 凝 腔 率 合 后 ,将 梳子 拨 出 ， 用 0.5 x TBE 缓冲 液 冲 洗 加 样 槽 《已 ) 
以 去 除 槽 中 的 尿素 ,将 逆 久 齿 梳子 插入 凝 膀 中 1 ~ 2mm， 将 凝 胶 安 装 在 电泳 槽 中 ， 上 下 电 
iki chu A 0.5 xTBE。 接 通电 流 ， 在 40 玉 下 预 电 泳 至 胺 温度 达 so 2 4 (j 10min)， 同 
时 取 451 PCR 产物 与 2x 载 样 缓冲 滚 等 体积 混和 制 成 上 样 混 侣 波 ，95 居 变性 2min， 立 即 放 
人 冰 水 治 ， 上 样 前 再 冲洗 加 样 蕊 以 除去 析出 的 尿素 ， 取 Sal 上 样 混 合 液 加 在 涂 胶 泳 道 中 ， 
在 相 邻 泳 道内 加 等 位 基因 分 型 标准 物 ， 

@ 电泳 ”在 恒 功 率 下 电泳 。 对 于 长 32 EKER, EEDE 40W 电泳 约 80min， 
40 B X PJ 5E 2 ZE 60W HW REPKI 80min。 有 具体 时 间 可 根据 染料 迁移 位置 痪 定 。 在 49% 
变性 胶 中 ， 溴 琴 蓝 的 移动 位 置 相当 于 40bp, — H y E pg ah i W HJ 170bp。 在 6% 
的 变性 聚 丙 烯 酰胺 胶 中 ， 澳 酚 蓝 的 移动 位 置 相当 于 25bp， 二 甲 某 苹 蓝 的 移动 位 置 相 当 于 
105bp。 

(4) 银 染 显 色 

QERRE, ASTREA R, ER A R A A TE E G Aoh 

全 加 固定 液 诗 设 过 凝 胶 ， 室 温 下 轻 轻 摇动 邮 定 20min HERT kika 3 次 ， 每 次 
2min; 

全 加 染色 液 至 没 过 凝 胶 ， 室 温 下 摇动 染色 30min 后 ， 用 去 离子 水 冲洗 10s; 

DTHRETTEERPRRPE. APRE, H 10 竞 乙酸 溶液 停 显 ; 

ORF, WELFE R. 

带 胶 玻 板 于 10 NaOH 湾 液 中 浸泡 过 夜 WEAR AT. Akak 
J. TRAMO 

对 于 固定 在 紊 糊 薄膜 上 凝 和 胶 ， 银 染 计 程 原则 上 相同 : 

OD 小 心 将 短 玻璃 板 揭 去 ， 将 粘 有 胶 的 薄膜 放 在 染色 玲 中 ， 

O 烯 胶 在 20% 乙 醇 固 定 液 固定 5min， 用 去 离子 水 漂洗 2 次; 

史前 1.4 儿 硝酸 溶液 到 有 族 胶 的 染色 盘 中 ， 轻 多 见 动 2min 后 ， 外 土 离子 水 漂洗 两 次 ， 
每 次 10s; 

D MERER (0.2% 楷 酸 银 溶液 ) 染色 2min， 用 去 岗子 水 涉 洗 站 次 ， 生 次 10s; 

@ Bee r et ak (9g Na, CO; . 1700 HU BE 3000] H,O) 中 如 色 ， 菜 带 清 晰 后 ， 放 莱 牙 
水 漂洗 上 凝 胶 丙 次， 每 次 10s， 然 后 用 10 锡 乙酸 洲 液 停 星 ， 十 燥 ， 香 到 让 永久 保存 的 背 胶 疯 
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Be (图 12- 19). 





图 12-19 复合 STR 基因 座 扩 增 检测 银 染 结果 


4. 操作 注意 事项 

(1) 须 用 无 核酸 酶 的 去 离子 水 医 释 引物 ， 否 则 引物 会 降解 。 

(2) 玻璃 上报 要 清洗 干净 .以 筋 灌 胶 时 产生 气泡 ， 长 玻璃 板 要 硅化 彻底 ， 否 则 胶 容 易 粘 
人 在 板 上 。 涂 有 精 蚁 鲁 的 坡 板 要 涂抹 均匀 ， 理 则 胶 与 苞 慨 结合 不 牢固 而 刊 藩 下 米 。 核 电泳 模 
党 明 书 安装 好 玖 枕 架 ， 焉 璃 板 的 底 和 角 保 持平 整 。 

G) 灌 好 胶 后 立即 插 人 梳子 ， 银 使 梳 协 下 留 有 气泡 ， 

(4) 胺 在 显 芭 滚 中 时 间 太 长 或 育 丙烯 酰胺 泌 腔 的 质量 不 好 会 引起 胶 黄 或 背景 太 深 。 解 
次 的 方法 是 ， 加 显 色 液 前 在 倒 掉 人 硝酸 银 时 将 其 甩 王 ， 放 人 无 离子 水 中 使 胶 板 的 正面 和 背面 
都 洗 干 净 ， 使 用 高 质 基 的 聚 丙 类 醋 胺 法 胶 。 

(5) 聚 丙烯 通 胺 瞩 胶 的 质量 不 好 ,或 电泳 温度 太 高 ， 或 样品 量 太湖 会 使 带 模糊 。 解 决 
的 方法 是 ， 使 用 高 质量 的 育 再 烯 酰胺 浠 胶 ， 上 胶 溶 液 应 贮存 在 棕色 试剂 沽 中。 电泳 混 度 控 制 
在 40-60C, MDR Eo 

(6) STR ## NE E E Fp]. SO Iw ADI BRKE I, AS SDS Pr Er Pf 
难以 辨别 ， 抽 高 比 对 有 时 易 产 生 偏 差 ， 青 加 上 边缘 效应 或 谱 带 河 称 也 会 引起 等 位 基因 片段 
分 型 出 现 误差 ， 因 此 要 求 每 隔 3 个 竺 检 样 品 加 一 等 位 基因 分 型 标准 物 ， 并且 外 柚 的 两 个 泳 
道 也 都 加 等 位 基因 分 型 标准 物 。 

(7) 某 些 基因 座 的 扩 增产 牺 变 性 后 的 二 条 单 链 由 于 人 碱 基 组 成 有 差异 ， 构 和 象 有 所 不 同 ， 
在 凝 胶 电 泳 中 电泳 迁移 率 不 同 ， 在 凝 胶 图 谱 上 表现 为 一 个 等 位 基因 有 2 条 带 ， 会 干 拢 针 果 
判读 。 

(8) 硝酸 银 溶液 处 型 凝 胶 后 ， 洗 胶 时 间 超 过 208， 结 合 在 DNA CAREAT, HE 
KR, (E DNA 谱 带 模糊 或 无 条 带 。 

(9) 染色 液 或 显 色 流 分 解 ， 谱 带 染 成 黄 惊 色 ， 背 景 呈 景 灰 色 。 
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{10) 显 色 液 温度 过 高 ， 显 色 时 间 过 长 ， 造 成 染色 背景 太 高 。 

(11) 在 银 染 步骤 揪 动 不 均匀 ， 或 在 显 色 前 的 漂洗 步骤 不 当 ， 胺 表面 出 现 黑色 的 洲 涡 
状 图 案 。 因 此 ， 在 染色 时 必须 轻 轻 播 动 ， 在 加 显 色 液 前 用 超 纯 水 漂洗 20s。 

(12) 长 胶 板 被 粘 合剂 污染 或 娃 化 液 处 理 森 彻底， 腕 粘 在 两 玻璃 板 之 间 。 从 短 板 上 据 
去 多 从 的 粘 合 前 ， 小 心 不 要 污染 长 板 ， 放 置 时 与 长 玻璃 板 分 开 ; 彻底 硅化 长 玻璃 板 。 


12.4 荧光 标记 STR 基因 座 自 动 分 析 





12.4.1 概述 

1. 毕 光 染料 标记 显 带 原理 

芋 光 标记 STR 基因 岩 明 动 分 析 是 利用 测序 仪 局 时 分 离 ， 检 测 带 荧光 染料 标记 的 DNA 
片段 。 荧 光 桨 料 出 于 含有 共 印 双 键 易 吸 收 激发 光 ， 被 激发 到 高 能 态 (WEE) METH 
不 稳定 ， 当 族 迁 酉 到 基态 时 ， 多 余 的 能 量 以 发 光 的 形式 杰 放 出 来 (图 12 - 20)。 用 仪器 如 
光谱 仪 、 奖 光 扫 措 仪 本 以 记录 发 出 的 光 信 和 号。 将 奖 冰 染料 标记 在 DNA 片段 ， 根 据 片段 所 
带 的 特征 荧光 受 激发 后 发 出 的 荧光 信号 可 以 检测 DNA 片段 。 











kex max kem max 


波长 (nm) 











图 12-20 W J EB p R SJ 
(a) 激光 产生 的 光子 【hr 激发 基态 (5) BJ XG s EL h T $| 3 3; 20 i 
(S), RØRTE EARE, ERER (SI), BAAR, £ 2) fE g Pl 
光 的 形式 县 发 出 米 (b) RERE r UR ON PE 


能 量 与 波长 彼此 相关 ， 吸 收 光 谱 与 发 射 发 光谱 之 间 差 异 叫 “Stoke tE” (stoke shift) 
这 种 位 移 越 大 ， 越 能 用 适当 的 滤 镜 将 激发 光 上 与 发 射 光 分 开 。 肉 此， 染料 的 “Stoke E” 
越 大 越 好 。 

荧光 种 类 很 多 ， 用 于 DNA 分 析 的 荧光 必须 满足 以 下 要 求 : (1) 荧光 素 的 吸收 光谱 应 
在 激光 束 所 提供 的 可 见 光 区 内 (400 ~ 600nm); 并 应 最 大 限度 地 避免 由 凝 胶 板 可 能 产生 的 
TR: (2) 菊 光 基 奢 发 射 光谱 该 长 间 应 有 足够 的 差异 ; (3) 发 射出 的 荧 汪 应 有 足够 的 强度 
以 达到 检测 论 的 灵敏 度 ; (4) 荣光 基 团 的 存在 椒 应 影响 PCR 延伸 反应 中 诸如 引物 退火 和 
dNTP 底 物 掺 入 等 反应 过 程 ，{5) 这 些 荧光 基 团 ， 不 改变 DNA 片段 三 电 文中 的 迁移 (mo- 
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bility) 速率 ， 或 者 迁移 速率 的 变化 保持 相对 一 致 。 
日前 常用 的 莹 站 染料 有 FAM, HEX, NED, ROX . CY3, CYS 等 ， 它 们 激发 波长 和 了 吸 
收 波 长 见 表 12-18, E] 12 -21 为 部 分 荣光 染料 分 子 结 构 。 


表 12-13 各 荣光 染料 的 吸收 波长 、 激 发 波长 积 颜色 





激发 波长 吸收 波长 
染料 Exciation Emission 化 学 名 称 
__ _ _ max. (nm) max. (nm) . _ 

6- FAM 495 535 6 — carbuxy — tlnorescein 

TET 519 539 4, 7, 2), 7` - tetrachloro — 6 - carboxy 

HEX 529 S60 4,7,2,4, 5`, 7° - hexachloro — 6 ~ car- 
boxyfluorescien 

NED 553 574 

ROX (CXR) 580 605 8 — Carboxy — X — rhodamine 

Texas Hed 578 602 

Rhodamine X 574 33 N, K, N’, N' — Tetramethy] — 6 -= carboxyrho- 

TAMRA (TMR) 559 578 
damine 

CY3 552 565 

CY5 650 667 

IOE 526 548 6 — Carboxy - 2', T — dimethosy ~ 4#, S ~ 
dichlorofluorescein 

Texas Red 587 620 

FITC Fluorescein 490 520 

'TetraMethyl 546 572 


Rhodamine 
了 一 Amino ~ 上 一 354 


Methyl ~ Coumain 








2. DNA F EE rh w 36 Su 81 1 A Jy Ñ 

荣 送 染料 标记 DNA 片段 的 方式 在 二 种 : (1) 在 引物 合成 时 ， 将 莹 光 染 料 连 接 到 其 中 
一 个 引物 《一 艇 选 正 链 ) 的 5 端 ， 使 随后 的 PCR 扩 增 产 特 中 其 中 一 条 链 的 每 -一 分 子 都 带 
有 一 个 荧光 染料 分 子 (图 12 -22A)。 在 变性 凝 胺 中， 只 显现 一 条 带 ， 结 果 清 晰 ; (2) 将 
荧光 染料 标记 在 PCR 及 应 的 底 物 dNTP 上 ， 在 反应 中 ， 带 荣光 的 dNTP 在 DNA 链 延 伸 时 使 
等 个 片段 标记 上 荧光 染料 图 12 - 228)， 这 种 方式 使 PCR 产物 的 两 条 链 都 会 带 有 荧光 染 
笠 ， 在 检测 时 会 出 现 银 染 中 出 现 的 双 带 现象 ， 于 扰 带 的 分 辨 与 结果 分 型 ,在 STR 分 析 中 
不 常 应 用 。 

3, ROGER DNA 片段 检测 途径 

荧光 标记 DNA 片段 检测 有 两 种 途径 : (1) 电泳 分 离 上 与 荧光 扫描 分 开 的 自动 化 程度 较 
低 的 荧光 打 措 系统 : (2) 利用 DNA 自动 浏 序 仪 检测 ， 电 泳 分 离 与 荧光 扫描 同时 进行 的 谈 
光 自 动 分 析 ， 

在 凝 胶 电 泳 分 离 结 束 后 ， 扫 描 检 测 带 有 荧光 标记 的 DNA 片 眉 的 系统 叫 荧光 扫描 系统 。 
医 光 扫描 系统 有 双 波 长 扫描 仪 ， 如 Hitatehi 的 FMBIO | 型 (图 12 - 23) 和 Molecular Dynam- 





Wb 
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图 12-21 部 分 荧光 染料 分 子 结 构 


ies， 可 以 分 辨 二 个 不 同 波长 的 荧光 ， 它 利用 ~… 种 综 光 染料 标记 标准 分 子 慑 (内 标 )， 另 一 
和 神 荧 光 染 料 标 记 符 测 的 DNA 分 于， 还 有 才 波 段 扫 描 仪 ， 如 Hitatehi 的 FMBIOT 型 能 分 辨 四 
个 波长 的 灾 光 ， 三 种 不 同 颜 色 道 E., S. E) 品 用 于 基 内 座 片段 ， 留 下 第 四 道 (通常 为 
最 长 波长 的 ) 作为 内 标 。 普 通电 泳 后 ， 扫 描 凝 胺 中 的 DNA 片段 ， 将 DNA 片段 的 大 小 与 带 
强度 根据 荧 泡 吸收 内 的 位 置 和 大 小 被 确定 下 来 ， 转 化 成 数字 化 的 信息 - 荧 沧 扫 指 仪 将 电泳 
和 扫描 独立 分 开 ， 使 电泳 可 以 在 普通 电泳 仪 上 进行 ， 不 占用 荧光 扫描 仪 ,适用 于 大 批 景 样 
品 分 析 。 其 缺点 是 自动 化 程度 低 ， 分 析 中 常 采 用 同一 时 间 蓉 光 打 描 ， 为 了 使 所 有 等 位 基因 
片段 均 保 留 在 凝 胶 中 而 术 被 迁移 出 凝 胶 ， 使 -- 些 基因 座 的 等 位 基因 可 能 因 迁 移 趾 岛 短 还 本 
完全 分 离开 ,降低 了 分 辩 率 与 信息 量 。 

DNA 自动 测序 仪 《如 ABI310 系列 、377XL) HAAKE DNA 片段 岂 泳 分 离 与 
荧光 扫描 结合 在 一 起 ， 在 电泳 过 程 中 即时 记录 DNA 片段 的 荧光 强度 与 迁移 时 间 。 这 种 分 
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荧光 次 料 标记 的 引物 Q, 


PORA H — E Eee 
A GHIAIA 


P 荧光 dNTPs 被 挫 入 到 PCR 产 物 两 条 链 内 


dd dd 
二 


B: 底 物 挫 入 法 


图 12-22 荧光 染料 揪 入 方式 





国 12-23 FMBID I 型 扫描 侈 


析 系 统 自动 化 程度 高 。 

4. 荧光 标记 自动 分 析 

荧光 标记 自动 分 析 STR 基因 座 是 利用 荣光 标记 的 引物 在 PCR 扩 增 时 ， 使 PCR 产物 的 
一 条 链 带 上 荧光 标记 。 这 种 带 有 荧光 分 子 的 DNA 片段 在 凝 腕 中 从 阴极 向 阳极 迁移 ， 按 片 
盟 长 度 大 小 排列 ， 当 迁移 到 阴极 端的 激光 扫 措 仪 的 扫描 窗口 ， 茨 光 药 料 受 到 激发 ， 发 出 一 
定 波长 的 荧光 ， 按 荧光 强度 记录 下 来 ， 每 一 个 带 菊 光 染 料 的 DNA 片段 电泳 轨迹 按 各 自 通 
过 激光 扫描 窗口 的 实际 时 间 (real time) 被 记录 下 来 ， 以 菊 光 吸收 峰 来 表示 每 一 个 片段 
( 见 前 图 8- 7)。 峰 值 越 高 ， 表 示 该 片段 量 越 多 ; 峰 出 现 的 时 间 与 片段 大 小 有 直接 关系 ， 
片段 越 小 ， 贬 越 早 出 现 。 计 算 机 保存 所 有 片段 通过 激光 扫描 窗口 的 实际 时 间 及 其 荧光 特 
征 ， 然 后 ， 根 据 同一 泳 道 内 标准 分 子 量 〈 人 简称 为 内 标 ) 的 迁移 率 得 到 每 一 泳 道 迁移 率 的 标 
准 曲 线 ， 计 算出 待 测 料 品 的 分 子 量 大 小 ， 其 精确 度 为 0.5bp。 利 用 Genotyper 软件 或 人 工 将 
测定 样 吕 片段 大 小 与 同一 凝 腔 或 一 批 加 样 的 等 位 基因 分 型 标准 物 比 对 ， 进 行 基因 分 型 。 

测序 仪 可 以 分 辨 四 色 蒙 光 ， 实 验 样品 可 以 几 三 种 染料 标记 ， 剩 下 的 一 种 荧光 颜色 (一 


Oler 
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般 为 红色 的 ROX) 用 来 标记 同一 泳 道 内 的 标准 分 子 量 片段 。 最 新 的 研究 成 果 可 以 分 辨 五 
色 芝 光 ， 四 种 荧光 用 米 标记 基因 座 ， 提 高 了 复合 扩 增 体系 内 基因 座 数 日 。 

分 析 片 段 太 小 的 第 一 台 扫 描 仪 为 362 基因 扫描 仪 ， 这 个 仪器 使 用 测序 仪 ABI 370A + 
似 的 结构 ， 实 装 在 潜水 谅 脂 糖 凝 胺 下 面 ， 用 于 分 析 片 段 太 小 鸭 几 百 到 数 千 碱 基 范 周 的 PCR 
- RFLP 产物 和 小 卫星 VNTR 标记 片段 。， 随 着 微 卫 时 STR 标记 的 开发 与 广 用 ， 鉴 求 扫描 仪 
HHE ibp， 扫 撒 仪 362 被 改进 为 373& 模式 ， 及 带 CCD 镜头 的 X1377 基因 扫描 《图 
12-24)。 陆 续 开 发 出 的 以 毛细 管 电 泳 为 基础 的 低 加 样 量 的 测序 仪 ， 如 ABB10， 也 采用 
377 相同 的 CCD 元 件 ， 进 行 自 动 加 样 ， 样 品 途 个 分 离 检 测 ， 非 常 适合 小 型 的 、 案 件 量 较 少 
的 实验 室 使 用 。ABI3109 配 有 16 道 毛 细 管 ，MegaBACE 2000 和 ABI3700 分 析 仪 配 有 96 道 毛 
细 管 ， 同 时 可 以 分 析 96 个 样品 ， 提 高 仪器 分 析 效 染 。 














图 12 -24 扫描 激光 的 激发 与 光 售 增 仪 检测 系统 的 基本 原理 


5. 萄 光标 记 自 动 分 析 系 统 的 优点 

与 银 染 关 色 等 非 荣 光标 记 自 动 分 析 系 统 相 比 ， 营 光标 记 自动 分 析 系 统 其 有 如 下 优点 : 

(1) EHAR., AREE, ER, TE, 分 子 量 测定 可 以 精确 到 0.5bp: 

(2) 使 用 办 标 ， 消除 泳 道 与 泳 道 之 间 的 相对 误 苍 ; 

(3) 能 够 分 辩 四 色 荧 兴 ， 即 使 复合 检测 系统 中 有 等 位 基因 片段 大 小 重要 的 基因 座 也 能 
同时 得 到 检测 ， 一 次 检测 可 获得 较 多 基因 座 的 遗传 信息 ; 

(4) 荣光 激光 自动 扫描 ， 不 需要 电 福 后 的 谱 带 显现 ， 高 效率 、 省 事 ; 

(5) 荧光 检测 将 结果 转化 成 数字 信息 ， 泛 合 随后 的 等 位 雪 因 自动 分 型 。 

12.4.2 自动 分 析 方 法 

12.4.2.1 重 直 聚 闪 燃 醚 腔 上 秦腔 电泳 荧光 标记 检测 法 

1. 试剂 

(1) K. 对 所 有 试剂 、 凝 胶 、 缓 冲 液 ， 使 用 18M 久 的 纯 水 或 相当 质量 的 去 离子 水 。 
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(2) PMA kS; LONG RANGE 公司 的 50 名 再 烯 酰胺 溶液 防 液 ， 或 Bio - Rad 的 19:1 # 
AEREA. 室温 保存 。 

(3) RE: 分 析 级 

(4) Trisz/WHñ8 EDTA 缓冲 液 : 使 用 分 析 纯 级 。FDTA 必须 是 二 钠 盐 ，pH 为 8.3+0.1。 

(5) TEMED: 分 析 纯 ， 避 光 保 存 。 

(6) 过 硫酸 饿 :分析 级 ,配置 10% (w) 的 贮 液 ， 要 求 在 数 周 内 用 完 。 

(7) PER: EST, KERT. 
(8) PCR 引物 ， 可 以 自己 人 台 成 或 购买 ， 每 一 个 基因 座 只 有 一 个 荧光 染料 标记 的 引物 。 
引物 最 好 是 HPLC 纯化 ， 分 装 后 保存 在 - 20 和 ， 防 止 反复 冻 融 引起 的 降解 。 二 种 荧光 迪 褒 
料 在 合成 过 程 中 标记 在 引物 的 5" 端 F。 

(9) 分 子 量 内 标 : ROXTY500 

2, 方法 

前 面 章节 己 详 细 介 绍 了 DNA 提取 和 PCR 扩 增 等 ， 本 部 分 主要 介绍 仪器 的 准备 ,样品 
上 上 样 ， 电泳 及 下 载 原始 数据 的 分 析 。 分 析 过 程 分 为 四 个 主要 部 分 : (1) 仪器 和 样品 准备 ; 
(2) 样品 上 样 与 仪器 运行 ，(3) 数据 分 析 ; (4) 基因 自动 分 型 。 存 此 介绍 的 方法 与 程序 ， 
主要 是 针对 ABD377XL 测序 仪 而 言 。 

(1) 仪器 和 样品 准备 

Q HRES 

身 动 测序 仪 上 的 测序 或 片段 长 度 多 态 性 分 析 的 效果 在 很 大 程 谍 上 取决 于 电泳 用 的 凝 胶 
质量 和 玻璃 板 的 洁净 程度 。 按 照 仪 器 生产 厂家 推荐 的 有 关 试 剂 、 玻 璃 板 的 清洗 、 凝 胶 液 制 
备 与 灌注 等 技术 的 要 求 进行 操作 是 很 重要 的 。 

玻璃 板 是 自动 测序 仪 的 配件 ， 质 地 均 句 ， 对 各 种 波长 的 光线 通 带 性 一 致 ， 先 用 滤纸 沾 
去 凝 胶 ， 用 水 浸泡 瑟 议 板 ， 用 大 量 流 水 冲洗 ， 直 至 玻璃 板 寺 不 留 性 何 杂 质 ， 最 后 用 超 纯 水 
冲洗 玻 瑞 板 ， 置 于 清洁 通风 处 自然 防 干 。 不 要 用 纸 市 擦 十 ， 以 免 在 焉 璃 板 表 曾 留 下 擦 痕 和 
异物 ， 

玻璃 板 干 了 以 后 ， 小 心安 装 算 璃 板 ， 保 江 制 胺 模具 包括 夹 条 、 梳 子 部 正确 配套 。 注 意 
玻璃 板 的 凝 胶 面 朝 里 ， 玻 璃 板 上 带 字 的 一 面 朝 外 ， 以 保证 检测 的 重复 忻 。 

ABI 373A 或 377XL Æ WRR EER RRR, B 7mol/L 尿素 作为 变性 剂 。 按 
所 需 凝 胶 浓 度 和 用 量 配 置 闭 胶 ， 尿 素 必 须 完 全 湾 解 ， 用 0.2pm 的 滤 膜 过 滤 并 抽 气 处 理 
灌 胺 后 插 好 梳子 ， 在 室温 下 放置 如， 使 疑 胶 充 分 聚合 。 族 胶 的 制作 参见 前 面 章节 。 

D 仪器 的 准备 和 软件 的 设置 

先 开启 测序 仪 和 计算 机 电源 ， 启 动 合适 的 基因 扫描 收集 和 分 析 程 序 ， 设 置 电 泳 参 数 ， 
如 上 收集 方式 、 梳 子 大 小 、 电 泳 时 间 等 。 电 读 条 件 一 般 选 为 3 000V 2.5h, 或 1 000V 4h， 根 
HEARRE, SS PEI Se y k. MEt, PE 公司 的 PROFILER PLUS 2 
COFILER 试剂 盒 使 用 PLATE CHECK F 方式 ， Promega 公司 的 1.2 及 11 试剂 售 采用 PLATE 
CHECK C 模式 。 

关闭 其 他 应 用 程 订 ， 保 江 计 算 机 有 足够 大 的 内 存 空 间 。 因 为 磁 总 可 用 空间 越 多 ， 系 统 
EEE. WE Macintosh 在 网 站 上 ， 应 脱离 开 来 ， 和 否则 易 发 生 “ 处 机” 现 蒙 ， 天 和 失 数 据 。 
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疙 胺 的 安置 ， 用 略 湿 的 干净 纸巾 或 滤纸 擦 志 凝 胶 玻 璃 板 外 表面 的 上 腔 、 尿 素 结晶 等 ， 
尤其 是 激光 扫 措 局 周 图 的 脏 物 ， 否 则 凝 腕 的 扫描 基线 会 很 高 ， 干 扰 数 据 记 录 。 清 洁 完 玻璃 
板 后 ， 将 凝 胺 玻 坊 板 安装 到 机 器 上 。 点 击 “PLATE CHECK” 进 行 琉璃 板 扫 撕 检 查 ， 正 常 条 
丛 下 凝 胶 及 玻璃 板 的 打 描 基线 低 叉 平 。 如 果 基 线 不 够 平整 ， 应 取出 疑 胶 组 件 ， 重新 清洁 表 
面 。 当 基线 平整 达到 要 求 时 ,将 1 x TBE 电极 缓冲 液 加 在 电泳 槽 中 ， 用 注射 器 吸取 1 x TBE 
省 轻 轻 冲洗 凝 腕 的 而 样 孔 ， 除 去 些 胶 加 样 蕊 上 面 的 尿素 。 预 电泳 10 ~ 15min 使 温度 升 至 
s0% ， 同 时 使 凝 胶 中 的 基 些 离子 电泳 出 凝 胶 。 

DH ñu WE R 

te Bk k: l SS pH I (Smg) HERAA = 5:1:0.66 比例 混合 成 上 样 缓 冲 液 
取 [nl KERIS a 扩 增 样品 混合 成 上 样 混合 物 后 ，95 乞 灾 性 2min Jš $£ $ #k zk rh 38 
ip. EQ lt 用 于 上 样 。 葡 聚 蓝 次 示 踪 染 料 ， 以 便 圳 样 时 能 看 得 清楚 。 甲 酰 腾 为 变性 剂 ， 结 
合 加 热 使 又 链 DNA 空 性 成 单 链 ， 随 后 迅速 于 冰 水 中 防止 复 性 ， 甲 酰胺 比重 为 1.13g/ml 
有 利于 上 样 。 为 了 保证 完全 变性 和 混合 液 合适 的 比重 ,建议 四 酰胺 的 终 浓度 为 50% m 
50% DL E. 373 测序 仪 最 多 只 能 加 样 4.1, 377 测序 仪 最 多 加 1.5pl。 如 果 不 正 一 个 PCR 反 
应 液 加 在 一 起 ， 桩 品 址 积 可 能 过 大 ， 可 用 真空 离心 或 慰 准 乙醇 沉淀 减少 体积 ，。 

打开 “SAMPIE SHEET” 文件 ， 按 设计 好 的 加 样 顺 序 编排 样品 表 。 

(2) 上 样 .运行 机 器 与 收集 数据 

Dm ERFIR, ， 用 缓冲 液 轻 轻 羡 洗 加 样 孔 表面 ， 除 去 隶 素 等 影响 加 样 的 物 
Ja. WZ nq MCCTH A SEDE 1 ~ 2mm， 保 证 梳子 此 尖 在 同一 水 平 线 。 制 胺 时 将 梳子 平 齐 
端 插 入 胶 中 ， 待 凝 胶 凝 固 后 拨 出 柿子， 用 纯 水 溃 洗 浠 胶 ， 然 后 将 效 鱼 齿 尖 端 部 分 植 入 凝 胶 
中 。 

按 编排 好 的 加 样 师 序 将 上 述 已 变性 的 a LERGA RR h. PE m MEF ER 
案 作 相关 样品 不 能 加 样 在 邻近 泳 道 ， 以 避免 瀛 道 与 谅 道 之 间 的 污染 ， 如 有 可 能 ， 犯 绯 现 场 
样本 与 嫌疑 人 样品 在 不 同 的 紫 胶 上 电泳 分 离 ， 以 防 上 因 泳 道 间 相互 渗 汤 导致 假 匹 配 现象 。 

外 机 器 运行 再 次 检查 设 定 的 电泳 参数 ， 调 人 正确 的 样品 表 ， 选 人 正确 的 matrix 文件 
(也 可 以 不 选 matrix)。 点 击 窗口 的 “RUN” 程 序 ， 命 名 并 保存 此 RUN 文件 ， 机 器 开始 电 
W. 

名 数据 收集 

对 于 373, Macintosh 计算 机 上 的 电泳 时 间 设 定 必须 与 扫描 时 间 设 定 一 至 或 稍微 超过 一 
， 以 保证 在 数据 收集 前 没有 数据 输出 。 在 电泳 开始 后 几 秒 钟 开 始 进 行 收 集 。 

377 和 310 机 器 通过 Power PC Macintosh 操作 ， 和 启动 电 泳 运 行 数 据 存储 自动 进行 。310 
测序 位 可 在 一 个 样品 电泳 时 进行 前 一 个 样品 的 结 虹 分 析 ，377 则 在 电泳 结束 后 一 次 分 析 所 
有 样品 数据 。 

在 电泳 过 程 中 ， 凝 胶 基线 和 片段 经 过 检测 器 的 过 程 可 以 由 扫描 和 图 象 窗口 得 到 监测 ， 
在 凝 胺 窗口 观察 从 开始 到 目前 的 整个 电泳 情况 ， 在 电泳 结束 可 以 得 到 含 全 部 等 位 要 因 片 段 
的 电泳 图 (图 12 - 25)。 在 早期 Macintosh 模式 ， 如 373 型 测序 仪 ， 必 须 在 观察 后 关闭 。 
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图 12-25 377XL 测序 仪 检测 复合 扩 增 STR 电泳 图 


(3) 数据 分 析 ， 
吃 校 正 追 踪 线 ”电泳 结束 后 ， 打 开 “GFL” 文 件 ， 调 整 电 访 访 道 追 足 线 ， 标 定 样 唱 电 


泳 踪 迹 。373 和 377 平板 法 胶 电 泳 的 每 一 瀛 道 电泳 状态 相同 ， 可 能 出 现 带 的 弯曲 或 漂移 ， 
计算 机 自动 划 线 与 数据 提取 可 能 有 依 差 ， 需 刘 校正 。 

QE SER UTRA, Æ “GEL” MOi “EXTRACT LANE” 提 取 凝 胶 文 件 与 样 
品 表 ， 提 到 后 计算 机 自动 显示 分 析 屏 幕 。 

DRERI) “MATRIX” Xit EARR, AE “SAMPLE FILE” 12, 323 LA 
“MATRK” 文 件 ， 在 每 次 分 析 前 ， 输 大 一 个 “MATRIX” 文 件 ， 可 以 去 除 正 常 范围 内 的 不 
同 荧 光 之 闻 的 干扰 。 当 一 色 道 的 信号 很 强 以 致 饱和 软件 中 的 正常 基线 补偿 (复合 成 分 基 
质 ，matix) ， 在 附近 色 道 出 现 一 个 “pul] - up” ÉE (关于 “pull - up” 峰 将 在 后 面 介绍 )。 

团 输 入 或 定义 内 标 分 子 量 fg “SIZE STANDARD” 选 择 正确 标准 分 子 量 内 标 。ROX 
CS500 y f B KU 75., 100. 139. 150. 160. 200. 250, 300. 340. 350. 400, 490. # 500, 

DAJA 最 后 点 亮 蓝 色 、 绿 色 、 芮 色 及 红色 道 ， 点 击 “ANALYSE"， 机 器 开始 进 
行 自动 分 析 ， 获 得 图 12 - 26 所 示 结 果 。 

(4) 等 位 基因 分 型 

中 基因 扫描 分 析 软 件 分 析 给 出 的 每 一 个 样品 的 结果 是 荧光 谱 带 相对 迁移 率 的 电泳 踪迹 
图 及 标明 片段 大 小 的 表 。 根 据 所 得 到 的 等 位 基因 片段 分 子 量 ,与 等 位 基因 分 型 标准 物 Lad- 
der 大 小 比较 ， 进 行 等 位 基因 分 型 。 

加 内 标 检查 ”打开 GENOTYPE 软件 ， 在 “FILE” 药 单 中 点 击 “IMPORT CENESCAN ”, 
将 基因 扫描 分 析 的 结果 输入， 点 击 “CHECK GS500” 检 查 内 标 ， 如 果 发 现 样品 的 内 标 不 正 
确 ， 需 重新 闻 到 分 析 文 件 即 带 “x” 文 件 ， 重 新 定义 该 样品 的 内 标 ， 重 新 分 析 。 

仿 自 动 分 型 ”双击 左下 窗口 的 “KAZAM"， 机 器 开始 进行 自动 等 位 基因 分 型 标记 。 自 
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图 12- 站 ”基因 扫描 分 析 软 件 分 析 的 结果 


动 分 型 软件 没 定 的 自动 正确 分 型 的 分 子 量 误 差 为 40.5bp， 当 样 屈 等 位 基因 片段 大 小 与 
LADDER 相应 的 等 位 基因 大 小 误差 在 +*0.5bp 范围 和 内， 计算机 自动 止 确 标 定 样 品 等 位 基因 
型 ,而 对 于 误差 超过 +0.5bp， 计 算 机 就 不 能 确定 等 位 基因 分 型 显示 “OI, ALLELE ?”, 
此 时 需 分 析 人 员 的 介 人 入， 进行 人 工 干预 ， 比 较 样 癌 等 位 大 因 片 段 与 LADDER 究 音 相 差 多 
少 ， 确 定 基因 型 。 图 12 -27 为 自动 分 型 销 果 ， 

(5) Matrix file 制作 

Matrix file ， 是 指 用 来 修正 荧光 发 射 光 谱 之 间 先 加 的 一 个 数学 基数 {Matrix)}。 所 用 的 
四 色 荧 光 染 料 在 同一 激发 波长 下 其 发 射 波长 相互 之 间 有 些 于 扰 ， 在 附近 色 道 出 现 一 个 干扰 
É (pull up peak), Matrix file 在 分 析 中 校正 光谱 间 的 先 如 ， 托 消 不 同 菊 光 染料 相互 之 间 的 
丝光 吸收 于 扰 。Matrix file 对 仪器 及 电泳 条 件 是 特定 的 。 因 此 ， 当 首次 使 用 仪器 、 不 同 染 
料 的 或 使 用 不 同 凝 胶 或 不 同 的 电 汪 条 件 时 ， 必 须 用 标准 染料 测定 他 们 在 不 同 吸收 波长 下 的 
了 吸收， 建立 一 个 用 于 光谱 补偿 的 matrix 文件 。Matrix file 的 制作 分 9 个 步骤 ， 图 11 - 28 为 
其 流程 图 。 

THART matrix file 的 整个 制作 程序 。 

中 matrix file 标准 样 的 准备 

对 于 ABD 310 按 每 种 染料 编 好 样品 管 ， 取 1.0p1 matrix 标准 样 与 12,0m 去 离子 甲 酰胺 
混合 ， 轻 轻 振荡 3 ~ 5s， 快速 离心 混合 液 , 保存 于 2 -6%C。 

对 于 ABD377 50mgzml 葡 素 糖 液 与 去 离子 甲 酰胺 按 1:5 混合 成 上 样 缓冲 小 ， 然 后 取 
2.5 岂 每 种 染料 标准 物 与 1.54l 上 样 缓冲 液 混合 ， 制 成 上 样 混合 液 ， 在 上 样 前 每 个 样品 在 
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图 12-27 自动 分 型 结果 (三 种 不 同 颜色 人 育 在 一 起 } 


建立 
样品 
y | s 


将 matrix file 输 建立 - -个 新 的 





ii matriz file 





图 12-28 Matrix 文件 制作 流程 图 


95 避 加 热 Smin。 

DE matrix 标准 样 

加 样品 表 与 电泳 数据 收集 

对 于 ABD 310; 编 好 样品 表 与 加 样 表 ， 开 始 电泳 收集 数据 。 

对 于 ABD377: 编 好 样品 表 ， 将 0.5 ~ 2.061 matrix 标准 物 隔 道 加 在 变性 的 聚 肉 烯 酰胺 
凝 胶 中 ， 选 择 合适 的 收集 模式 、 电 广电 压 及 时 间 等 参数 ， 确 保 选 用 正确 预 电 泳 和 电 注 模 
式 ， 电泳 ， 收 据 数 据 。 

ORANA BAR, Ø file 菜单 中 选择 “new”. 在 出 现 的 对 话 窗 中 点 击 
“project”， 找 到 并 打开 所 电泳 的 matrix “run folder”"， 选 择 代 表 蓝 、 绿 、 黄 和 红 染 料 的 4 个 
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样品 文件 ， 然 后 点 击 “add” 和 “done”， 完 成 样品 文件 的 转 称 。 存 分 析 窗 口 ， 选 择 4 个 
matrix 标 淮 样 的 样 贞 文 件 ， 在 project menu 中 选择 “Raw data” ， 此 时 出 现 电 灸 轨迹 的 源 始 数 
可。 开始 检查 原始 数据 ， 要 求 四 种 matrix 标准 物 均 有 数据 峰 、 数 据 没 有 上 反常 现象 、 基 线 平 
整 稳定 以 及 峰 高 在 200 ~ 4000RFU 范围 之 间 。 

六 选择 扫描 范围 ”移动 鼠标 ， 去 掉 引 物 峰 ， 根 据 起 点 和 结束 点 的 打 描 线 ， 确 定 打 描 的 
起 点 和 终点 ， 记 杂 扫 措 数 号， 关闭 原始 数据 窗 唱 。 

名 建立 新 matrix file Æ “fle menu” 中 选择 “new”， 出 现 一 个 对 话 窗 口 ， 在 “number 
of dye” 滚 动 窗 中 先祖 定 所 用 的 染料 数目 4 如 用 5 色 染 料 ， 则 选 为 5)， 在 各 种 染料 相应 的 
栏目 中 填 人 人 各自 扫 描 起 点 的 扫描 数 ， 根 据 输 入 数据 点 的 总 数 来 计算 mairix， 一 般 建 立 一 个 
matrix 至 少 需 5 个 妖 。 然 后 点 击 “DK"”， 建 立 一 个 新 的 matrix 文件 。 图 12 - 29 是 计算 类 加 
校正 的 数据 ， 对 于 任 一 染料 ， 在 最 适 滤 光 器 下 的 染料 荧光 值 为 1， 基 它 情况 下 的 值 小 于 1， 
但 等 于 或 大 于 0.0010， 这 个 数值 即 是 系统 必须 补偿 的 适 加 量 〈 表 D -19)。 
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Ü 
520 540 560 580 600 620 5640 
波长 (na) 


图 12-29 订 同 荧光 染料 的 吸收 与 校正 数据 


BEAR 


12-19 荧光 在 不 同 波长 下 的 吸收 


反应 (3JOF 的 Matix) 








HE 绿色 黄色 红色 
监 色 1,0000 0.5423 0.0428 0.0010 
绿色 0.6601 1.0000 0.5460 0.0059 
黄色 0.3459 0.5735 1.0000 0.0893 
红色 0.1693 0.3236 0.5922 1.0000 


(matrix le 的 保存 和 命名 Æ “file menu” 中 选择 “save”， 将 建立 matrix fle 命名 并 保 
存在 数据 收集 软件 中 ， 撕 贝 一 份 到 “GS matrix folder” P, 

É matrix file 调 人 样品 文件 中 待 新 的 matrix file 制作 好 后 ， 将 matrix file 调 人 要 分 析 
的 样品 文件 中 。 

全 评估 mahix file SË f matrix file 及 测 人 到 样品 文件 中 后 ， 上 上 … 步 是 对 matrix file 的 
TE. 
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DAAM matrix file 的 样品 文件 : 将 4 个 染料 的 matrix file 样品 文件 显示 在 同一 屏幕 
中 ,每 HAPEE R AH RERE matrix file 标准 样 的 单一 颜色 的 尖锐 的 峰 上 出 现存 泳 
道中 ， Fm Atuna tto R W R Cras, ABH matrix 正好 补偿 了 光谱 的 选 加， 这样 的 
matrix 才 可 以 应 用 

12.4.2.2 ABI PRISM 310 毛细 管 自动 分 析 

自 1995 年 PE Applied Biosystems 开发 出 ABI Prism310 毛细 管 电泳 (capillary electrophore- 
sis) 的 要 因 分 析 仪 以 来 ， 广泛 地 应 用 于 STR 基 央 分 型 ， 国 内 已 有 数 十 家 刑事 技术 和 司法 
鉴定 机 构 拥 布 此 仪器 。 

AB1310 是 单 道 毛细 管 多 色 荧 光 检 测 的 仪器 。 工 作 人 员 只 需 将 毛细 管 安置 在 仪器 中 、 
把 注 满 多 到 体 浓 液 的 省 射 器 安置 在 仪 串 上 ， 将 要 分 析 的 一 托 样 品 放 到 样品 自动 进 样 槽 上 ， 
然后 点 击 “RUN” 就 品 以 开始 运行 ,大约 在 30min 内 完成 一 个 样品 数据 的 收集 与 分 析 。 最 
天 的 优点 是 快速 ， 自 动 化 程度 高 、 可 以 随时 停机 ， 随 时 调整 分 析 样 品 的 顺序 。 

1.ABI310 的 结构 

六 BB10 基因 分 析 仪 的 基本 结构 如 图 12 - 30 所 未 。 在 进 样 口 电极 和 末 活 塞 之 间 有 一 根 
毛细 管 ， 遂 过 和 泵 、 活 塞 作 用 使 毛细 管 填 满 多 聚 体 湾 液 。 加 热 板 用 来 调节 温 雇 ， 使 毛细 管 的 
谴 度 恒定 在 一 定 温 和 度 。 样 品 放 在 样 癌 自动 加 样 盘 ， 在 进 样 过 程 中 上 下 移动 将 样品 进入 到 毛 





机 械 扒 杆 





Er C 7. x 3 -Pi 
ansa | 





图 12-30 0ER 


细 管 。 毛 细 管 的 每 个 组 成 对 毛细 管 电泳 都 十 分 重要 ， 下 面 将 详细 讨论 : 

(1) EAF 

用 于 STR 基因 分 型 的 毛细 管内 径 为 50xm， 长 为 47cem。 外 层 涂 有 一 层 率 亚 胺 保护 层 ， 
使 毛细 管 具 有 一 定 的 柔性 而 不 易 折 断 。 涂 层 不 透 光 妨 碍 毛细 管内 的 检测 ， 因 此 在 接 般 激光 
激发 部 位 的 毛细 管 去 掉 涂 层 ， 暴 露出 毛细 管 。 

影响 毛细 管 长 度 的 两 个 因素 是 峰 的 分 辩 率 与 分 离 时 间 。 一 般 ， 毛 细 管 越 长 ， 分 辩 率 越 
好 ， 分 离 时 间 越 长 。 
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ABI310 毛细 管 电泳 系统 的 毛细 管 一 般 内 壁 没 有 用 夺 烷 基 团 包 埋 ， 而 用 分 离 DNA 的 
POP- 4 多 聚 体 溶液 线性 包 埋 毛细 管内 层 ， 防 止 电 渗流 。 

毛细 管 是 毛细 管 电 泳 中 的 主 件 ， 需 楼 细心 维护 。 电 泳 结 来 后 ， 将 毛细 管 的 二 端 播 入 水 
或 缓冲 液 中 进行 毛细 管 的 维护 各 保存 。 如 果 毛 细 管 二 端 十 ， 那 么 尿素 或 缓冲 液 中 一 些 盐 
分 会 形成 结局 。 申 于 毛细 管 管 这 ， 非 常 小 的 结晶 或 颗粒 都 会 引起 毛 绍 管 的 堵塞 ， 电 流 较 低 
或 甚至 没有 电流 。 因 此 ， 妆 较 长 一 段 时 间 不 用时， 毛细 管 应 保 存在 去 离子 水 中 。 

(2) 多 聚 体 溶液 

用 于 310 仪器 STR IWR ERIR POP- 4，POP 是 perfomance optimized polymer 的 缩 
写 。 代 表 4 免 浓 度 的 非 交 联 的 组 成 的 。 含 有 4 名 的 单 -- 多 聚 体 ，[ 二 申 共 丙烯酸 胺 (N, N 
— dimethylacryamide, DMA) ], 8Smol/ LRR, 5% 2 — pyrrolidinone, 100mmol/L Tris- (bydrox- 
ymethy]) methyl ~ 3 — aminopropane ~ sulfonic acid (TAPS, pH8.0). 

(3) 电泳 缓 神 液 

电极 缓冲 液 提供 离子 在 毛细 管内 传递 电流 ， 如 果 使 用 不 止痛， 电流 会 波动 ， 影 响 
DNA 4a PE 公司 提 供 的 含有 EDTA 的 10x Genetic ananlysis 缓冲 液 ， 适 合 于 STR 分 析 。 
用 时 只 需 用 9 信 水 稀释 ， 了 村 成 1x 缓冲 液 。1 x 缓冲 液 为 ; 100mmol/1.TAPs，lmmolzL EDTA 
(pH8.0)., 

2. STR 基因 分 型 的 ABI310 的 操作 

在 分 析 每 一 个 样品 前 ，ABI310 毛细 管 系统 必须 作 好 准备 ， 准 备 过 程 有 以 下 4 步 : 

(1) 把 毛 绸 管 放 到 仪器 中 ， 固 定 到 检测 窗口 

(2) KERER RIMENE A, ERAM, 

(3) RRR PEGER, RENA H R Z [j 8 ti iA ; 

(4) 在 稍 子 中 放 人 去 离子 水 ， 以 保证 毛细 管 末端 不 干燥 。 

整个 操作 过 程 如 下 : 

(1) 开机 首先 打开 310 主机 电源 。 仪 器 正面 的 绿灯 亮 为 正常 ， 如 红 灯 亮 则 表示 仪器 
有 问题 ， 需 与 机 器 维修 工 联络 。 接 着 按 住 计算 机 键盘 右 二 角 人 入 键 一 段 时 间 以 启动 计算 机 ， 
打开 310 Data collection 软件 。 

(2) 进入 310 Data collection 之 后 ， 对 310 主机 进行 自动 进 样 器 的 X, YA ZEIA 
及 挤 压 菏 的 复位 。 此 步 在 提 换 毛细 管 或 更 换 电 极 、 或 关机 后 、 或 每 次 启动 310 Data collec- 
tion 时 必须 进行 的 ， 如 果 不 进 行 上 述 操作 可 以 越过 这 步 ， 

中 自动 进 样 器 X,， Y 座 标 复位 ”在 Window— Manual control~* Function 中 (YD 选择 
Autosample home X, Y Axis 一 按 Excute 键 ， 机 器 自动 进行 入 Y 的 复位 ， 

后 自动 进 样 器 工 座 标 的 复位 在 Window— Manual control `= Function 中 选择 Autosample 
home Z Axis 一 按 Excute 键 ， 机 器 自动 进行 Z BJ Rf. Hab p M feE(D 56 e r A AET, 4 
会 损坏 电极 。 
ORERE f Window—> Manual control—> Function 中 选择 syringe home -了 按 Exeute 链 ， 
机 器 自动 进行 复位 。 

(3) 安装 电极 

首次 使 用 装 轩 或 电极 严重 变形 时 ， 需 要 安装 新 电极 。 要 求 带 无 粉 手套 曲 作 ， 以 免 污染 
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电极 .打开 仪器 门 ， 再 打开 如 热 板 ， 朱 下 装 电极 的 基 讼 ,将 电极 放 进 电极 乱 中 ， 定 位 多 放 
进去 妃 中 ， 把 基 座 拧 回去， 电 褪 安装 完毕 。 检 查 和 电极 长 嵌 ， 如 果 杰 长 ， 前 去 多 余部 分 ， 如 
REAR, MEMAR. 

(4) ER EME 

C 从 左边 开始 安装 琅 细 管 . 先 将 毛细 管 穿 过 活塞 ， 何 左 穿 ， 一 直到 十 字 交 叉 口 处 。 
下 组 管 头 不 机 超过 TAERU., AERA A- 

@ 将 所 组 管 检 测 口 部 分 安装 在 主机 激光 扫 展 口 处 ， 盖 上 检测 窗 益 了。 

(@ 用 胶带 将 毛细 管 回 定 在 盯 热 板 上 上 上， 并 把 毛细 管 的 另 一 端 扎 大 电极 塞 中 间 的 毛细 管 
孔 中 ,调整 毛 纲 答 与 电极 的 要 对 位 置 、 使 毛细 管 比 电极 略称 0.5em。 基 后 用 胶带 把 毛细 管 
定向 地 出 定 在 加 热 板 上 (= b). 

D 拧紧 巨细 管 左 映 的 活塞 ， 用 手 拔 一 下 毛细 管 ， 以 投 不 动 毛细 管 为 淮 . 

G 怀 定 和 毛细管 与 间 动 进 样 器 的 相对 位 置 ， 每 次 换 毛 细 管 必须 做 此 些 。 

打开 仪器 右边 门 ， 在 instrument 栏 中 选 “ $nutosample Caliberation”-* 按 “Start"， 然 后 根 
据 计 算 机 提示 的 桥 求 进行 。 拿 走样 唔 各， 并 且 拿 二 3 写 位 置 的 离心 管 。 然 后 按 “Resume”, 
进行 前 而 点 的 标定 ， 和 根据 两 剖 的 全 置 ， 按 计算 机 屏幕 的 方向 键 ， 使 毛细 管 的 底部 尽 9 吕 能 接 
近 人 金属 点 ， 爹 局 点 处 于 镍 细 管 和 电极 中 间 ， 并 靠近 让 组 管 。 校 正 后 ， 按 “Set"， 自 动 进 样 
盘 会 自动 推出 ， 按 计算 机 境 短 提示 ， 把 祥 品 盘 和 3 号 位 的 离心 管 放 回 ; 按 “Resume”"， 进 
行 反 面 点 的 标定 ， 方 法 和 槛 求 同 前 面 点 。 标定 后 ， 按 “Done - 

(5) WË BZ 

DH NRH EEA A UA R M E mk ERA EILE, 

CR POP 胶 从 冰箱 取出 ， 室 温 预 热 。 用 少量 POP RE, EaR REE 
慢 ， 避 俩 气泡 的 产生 ， 倒 置 或 轻 弹 注射 器 把 气泡 赶 出 针 简 。 将 注射 器 放 到 样品 块 上 ， 拧 紧 。 

TRET HWH: 在 Window > Manual controt 一 boneclion 中 选择 “Buffer Valve Close”, £ 
“Excule" ， 机 器 日 动 关闭 缓冲 液 阀门 。 关 好 缓冲 波 阅 门 ， 松 开 瞩 液 出 口 ， 压 浇注 射 器 ， 直 
色 胶 液 出 现在 “0” 型 则 人 位置。 然后， 将 废 洁 出 口 拧紧 。 

QER (WE: 先 松 开 亡 细 管 活 寨 ， 于 灌注 射 器 ， 直 到 腔 渡 出 现在 “< ” 字 型 槽 
A. 再 把 活塞 拧紧 。 

合 屡 后 灌 左 边 通 道 ， 在 Window— Manual control— Function 中 选择 “Butfer Valve Open”, 
按 “Fxceute"， 机 器 自动 把 缓冲 液 阀 门 打开 后 ， 轻 和 轻 压 灌注 射 器 ， 胶 慢 惕 灌 进 左边 通道 ， 
F A RE iR E RTLA SV FEAR, Æ Window 一 Manual control — Function 中 选择 
“Buffer Valve Close”， 按 “Exeute"， 关 闭 缓 冲 液 阅 。 如 果 通 道内 有 气泡 ， 必 须 继续 洪 胶 ， 
直人 多 气泡 出 去 为 止 。 

全 向 右 扳 注射 髓 固定 器 ， 然 后 选择 “S$yringe down”, 一 点 一 点 调整 固定 践 位置， 使 注 
BLAS EE DLS F A AE il ë së l HY A o 

Di “New”, 284268 “Sample injection”, WA “Sample sheet”, E ” fill capillary”, WH 
自动 分 析 -。 完成 后 机 器 昌 动 灌注 毛细 管 。 

(6) 准备 缓冲 浪 

J 10 >x TBE ENIR 14ml, JH 1226001 EK, EE, Bú 1 >x TBE RiR. 将 其 中 的 
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4ml 加 到 1 号 缓冲 液 杯 中 ， 并 作 好 标记 ， 以 便 与 2 SAKIKI F. W a 导 位 。 取 剩 下 
的 10ml 1 x TBE 缓冲 液 到 阳极 杯 中 ， 并 安放 在 样品 抉 中 。 在 2 号 杯 中 放 入 4ml 的 越 纯 水 ， 
Be 2 r, Be 1.5ml ARAA C S. JH lm 左右 的 纯 水 ， 放 于 3 号 位 ,用 来 收集 废 腔 。 
管内 的 水 用 来 防止 电泳 结束 后 央 毛 组 管 暴露 空气 中 而 十 燥 。 

(7) 设置 分 析 参 数 

运行 Genescan 分 析 3.1 tF, ERER (setting menu) 中 选择 分 析 人 参数 ， 设 置 如 






































分 析 范 围 (Analysis Range): 2400 ~ 7000 

SE EBE (Data processing): 选择 基线 (Baseline) L EHAA) (multicomponent) o 

峰 检测 (Peak detection): B: 150. Y: 150. C: 150, R: 150 

Be ta (Min peak half width); 3 pts 

大 小 范围 《Size call Range) : 75 ~ 400 bp 

ALH IRIE (Split peak correction): none 

校正 范围 (Correction limit): 30 Data pts 

ZEE, Hi Cenescan ~ 分 析 软 件 ， 运行 collection. 

这 些 访 机 费 开 始 使 用 时 设 定 ， 以 后 不 需要 再 设 定 。 

(8) D ZV FB SK Wa FE 

在 GS STR pop4 (1ml) 上 运行 下 ， 在 于 动 探 制 下 设 定 温 度 为 名 各， 进 样 时 间 O -RA 
5s~ 10s)， 以 控制 进 样 量 。 

(9) 样 晤 准备 

按 去 离子 甲 雌 胺 :GeneSran - 500 [ROX_ 分 子 明 标 准 物 =24:1 RAMA. 离心 ， 取 混 
合 液 35 由， 再 加 人 LSe ( 扩 增 产物 ) 或 等 位 基因 分 型 标准 物 (allelic ladder ) 1.581, RER 
HI 8k RE: GeneScan - 500 TROX] :PCR 产物 =12:0.5:1 RARS, BO, B 95CG j PE 3min, 
置 冰 水 深 至 少 3min。 然 后 将 样品 放 在 样品 盘 中 ， 淮 备 电 泳 分 析 。 

(10) 设置 样品 表 (sample sheet) 

根据 自动 样品 槽 的 孔 数 打开 合适 的 sample sheet, IAr AT RITE AA E A PEILE. E 
“pres ”处 都 打上 “x”， 复 制 样品 名 到 ”sample info” 与 “comments”， 标 明 荧 光 染 糙 【 监 、 
绿 、 黄 和 红 )， 每 个 样品 的 分 子 量 内 标 和 筷 的 相 席 的 颜色 都 赣 注 明 。 

(11) 编排 进 样 表 (injection sheet), Hik, ， 收 集 数 据 

编 好 样品 后 ， 点 击 “project"”， 在 打开 “GeneScan”， 再 打开 ”injection list”, Æ “sample 
sheet ” 栏 中 调 人 样 前 表 。 设 定 电 泳 时 间 和 进 样 时 间 。 沁 泳 时 间 一 般 为 24min. 对 于 使 用 次 
数 较 多 的 缓冲 液 ， 要 求 延长 电泳 时 间 到 26min， 任 则 有 可 能 有 的 基因 座 在 设 定时 疗 内 还 未 
电泳 通过 激光 扫 措 检测 秘 口 ， 收 集 不 到 数据 ， 进 样 时 间 一 般 为 5s。 在 进 样 表 中 ， 每 个 样 
品 选择 好 收集 模式 。 选 择 原 则 同 377 测序 仪 ， 对 于 使 用 PE ARRA E, 模式 是 “G5 STR 
POP4 (1ml) F”, WWiK: 15kV 进 样 Ss，15kV 电泳 分 离 24min。 

毛细 管 的 加 热 板 升 温 到 60T ， 热 平衡 毛细 答 ， 激 光 转 到 满 功率 (~ J]0mW) 等 正常 工 
作 后 ， 机 器 白 动 分 析 每 个 样品 。 自 动 分 析 样 品 的 过 程 : 

CD-ER ER (capillary A1) ”加 力 给 注射 咽 上 ， 向 和 毛细管 注 人 多 于 休 胺 流 。 对 十 
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POP -4 和 47em 毛细 管 ， 每 次 进 样 向 下 移动 5- 10 步 ， 如 果 注 射 器 移动 超过 10 步 ， 说 明 
条 活塞 口 发 牛 渗 滑 ， 或 毛 纳 管 被 堵 住 。 

加 预 电 访 (pre - electrophoresis) “分离 电 玫 提 商 到 10 000V, EIk Smin。 这 步 检查 毛 
细 答 内 是 否 有 气泡 , 平衡 分 离 系 统 。 如 果 毛 细 管 内 有 气泡 ， 没 有 离子 通过 毛细 管 ， 提 高 电 
era bd 3225 

Skip- E SF (water wash capillary) EF) EW S f k, BS nhi h T 
PFE PJER- 

DHA (sample injection) B zi E eE RB S D 2 Al zn. E | 35 al E + 3 er E mh #l| 
DNA 样品 ,， 淮 备 进 样 。 加 此 给 样品 ， 几 al PEA di ATEM — W. IAA 15 000V 5s。 

(G) kuk E dH S (water wash capillary) E H FI K aK i. EE ERE E 3H 38 F BJ fT fal 
污染 济 液 。 

他 吸水 (water dip) 一 一 毛细 管 放 在 水 里 吸 几 次 。 

名 电泳 与 检测 自动 进 样 槽 移 旬 人 口 的 缓冲 液 瓶 中 ， 分 离 电 纱 通 过 毛细 稼 ， 进 样 的 
DNA 样品 通过 POP - 4 多 哩 体 胶 液 开始 分 离 。 当 带 菊 光 的 片段 通过 扫描 口 时 发 出 的 英 光 被 
记录 收集 数据 这 时 收集 的 为 没有 作 何 光 湾 处 理 的 原始 数据 ， 

大 约 在 30min 内 完成 每 个 样品 分 析 的 整个 过 程 ， 默认 的 电泳 时 间 为 24min, EAE IE 
胶 和 预 电 泳 步 又 大 约 6min，400bp 左右 的 DNA 片段 在 47em 毛细 管 15 000v h Æ F H k 
24min 通过 毛细 管 。 

(11) 分 析 数 据 

运行 Genescan 分 析 软 件 ， 标 定 内 标 Genescan + 500 [ROX ,进行 分 析 。 点 击 电 注 的 某 
一 样品 文件 以 启动 Genescan ktt, Œ “file” AA “new”, Aii “projet” HHY " add 
sample 人 iles” ,，“add” 或 “add all” 输入 所 要 分 析 的 样品 ， 点 击 “done”， 计 算 机 自动 出 现 分 
析 窗 口 。 然 后 ， 与 ABD377 分 析 一 样 ， 输 入 正确 的 Matrix XPF, 定义 分 了 量 内 标 ， 最 后 进 
行 分 析 。 需 要 注意 的 是 ， 不 要 定义 分 子 量 内 标的 250bp 片段 ， 要 跳 过 此 片段 。 因 为 此 片段 
在 310 仪器 上 实际 测定 不 是 250bp。 

(12) 关机 

全 最 下 毛细 管 ， 使 其 两 端 分 别 置 于 蝴 个 装 蒸 筷 水 的 1.5ml eppondorf 管 中 ; 

他 用 去 离子 水 清洁 注射 器 ; 

Qaf mi X- Yh, Z- aeai; 

也 关 闭 电脑 【 先 退 出 程序 ， 后 关 主 机 ); 

@ B] 310 主机 开关 。 

与 ABD377 测序 仪 一 样 ， 在 开始 使 用 或 改变 条 件 时 希 制 作 matris 文件 ， 方 法 见 前 。 

310 毛细 管 电泳 分 析 样 蝇 是 顺序 分 析 翌 品 ， 而 不 是 像 平 板 凝 胶 电 访 平 行 分 析 ， 月 前 已 
开发 了 多 道 的 毛细 管 电泳 ， 大 大 加 速 DNA 分 析 速 度 。 

3, 影响 310 分 析 STR 基 央 座 的 因素 

(1) PE in HEFE 

对 于 ABI310 基因 分 析 仪 ，DNA EmA EEEE A EA SEARA ERA 3 E 
必须 洪 深 揪 入 到 样品 管 中 ， 保 证 进 样 电压 加 上 后 有 电流 ，STR 分 析 默 认 的 标准 进 样 为 
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L5SKV 5s。 增 加 电压 或 延长 时 间 可 以 增加 进 样 量 〈 例 如 从 5s 加 到 10s 或 15s)， 或 者 透析 除 
去 溶液 中 的 赦 离 子 或 者 将 样品 溶 于 去 离子 水 中 串 以 增加 信号 强度 。 

电动 进 样 量 很 大 程度 上 依赖 于 伴 品 中 盐 浓 上 度 。 在 一 定时 间 内 一 定 电 动 进 样 电压 下 
DNA 进 人 到 毛细 管 的 量 主要 受 样品 的 离子 强度 影响 。DNA 样品 进入 毛细 管 中 的 速度 与 样 
而 中 的 离子 强度 或 反比 。 因 为 与 DNA 分 子 竞争 的 盐 离 子 越 儿 ， 使 进入 毛细 管 DNA 分 子 越 
少 。 图 12 - 31 为 不 同 电 导 率 甲 酰胺 稀释 的 样品 分 析 结 果 ， 从 图 中 看 出 ， 当 稀释 用 的 甲 酰 
胺 电导 率 为 1180pS 时 ， 信 号 明显 降低 。 用 去 离子 水 稀释 PCR 扩 增 产物 或 对 样品 进行 透析 ， 
THARE mw ARATE IE, KREATA, 
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图 12-3] 同一 样品 用 不 同 甲 酰胺 烽 释 的 结果 (ABD10) 





对 于 ABI310， 最 佳 的 结果 是 样品 的 信号 强度 应 在 150 - 6000 相对 荣光 单位 (relative 
fluorescence units，RFUs) ， 如 果 峰 高 超出 范 财 {大约 在 7500 RFUs)}， 减 少 样 品 进 样 时 间 重 
新 进 样 ， 比 如 2s， 可 使 峰 高 落 在 范围 内 。 

(2) 温度 控制 

室温 的 流动 不 稳 ， 会 影响 ABI310 测序 仪 分 析 淮 确 性 。 在 60 和 下 进行 STR 电泳 分 离 可 
减少 DNA 二 级 结构 形成 和 链 内 杂交 结构 产生 。 当 在 较 低 温度 下 ，DNA 的 链 没 有 完全 变性 
而 形成 DNA 二 级 结构 ， 使 DNA 大 小 测 定 精 确 度 下 降 。 电泳 温度 变化 将 会 导 敏 分 子 量 内 标 
和 STR 等 位 基因 片段 的 迁移 率 不 同 ， 使 STR 等 位 基因 大 小 计算 发 生变 化 。 

ABI 310 有 一 个 加 热 极 ， 由 来 升温 和 维持 毛细 管内 的 温度 ,但 是 不 管 怎 样 ， 毛 细 管 的 
进口 段 和 出 口 段 总 有 几 厘 米 暴露 于 空气 中 ， 没 有 直接 与 加 热 板 接 触 ， 因 此 要 求 室温 的 波动 
WEE, E ABI310 的 DNA 分 离 的 准确 性 。 

(3) 缓冲 能 力 

缓冲 液 使 用 一 段 时 间 后 ， 缓 冲 能 力 会 下 降 。 在 电泳 过 程 中 离子 通过 毛细 管 ， 阳 离子 聚 
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集 在 阴极 端 ， 阴 高 六 聚集 在 阳极 端 。 离 子 出 现 不 平衡 ， 使 缓冲 液 缀 神 能 力 下降 。 此 时 需要 
OS PS I ah dk k h a him. 

(4) -EHE 

分 析 一 定数 量 的 样 师 后 ， 需 要 换 用 新 的 毛细 管 。 厂 家 推荐 的 毛细 管 寿命 为 100 次 ， 实 
际 一 般 为 500 次 进 样 。 因 为 毛细 管内 层 的 线性 包 埋 不 行 了 ， 噪 音 很 高 ， 不 能 分 开 二 个 相近 
的 等 位 基因 ， 出 项 不 正常 宽 的 峰 ， 

EARM ABi310 EATE, MAK., MARUR (tetrahydrofuran), EML RA 
MRM HECHAS. dni BIKE BIL m 去 离子 水 ， 然 后 用 Tris- EDTA 2 mhM E 
组 管 ， 除 去 结合 在 内 壁 上 的 一切 物质 。 

12.4.3 操作 注意 事项 

1. 实验 中 所 有 试剂 包括 水 的 改变 都 可 能 影响 结果 ， 必 须 注 明 所 有 相关 资料 ， 例 如 ; 
厂家 、 批 伟 、 打 产 日 期 太 购 进 实 验 室 的 日 期 等 ,一 日 亦 验 中 发 生 仁 笨 差 异 , 便 可 以 根据 这 
些 资料 很 快 检查 、 发 现 原因 。 

2. 引物 是 由 荧光 标记 的 ， 引 物 及 PCR 扩 增 产物 必须 如 光 保 在 。 

3. 调节 样品 上 梓 基 ， 人 证 带 的 诡 光 强度 落 在 检测 器 组 性 范围 内 (40 ~ 4000 RFU)。 如 
ELERES. 会 出 更 pull - up i, tE ($) BE. ITAKI PCR 产物 ， 可 用 超 纯 水 
10 售 稀释 产物 。 

4. 对 二 使 用 ABD 377XL 等 测序 仪 平 板 凝 胶 电 泳 检测 的 ， 牧 璃 板 -- 定 要 洗 十 净 ， 否 则 
所 灌 制 的 凝 胶 不 均匀 ， 带 易 扩 和 散 或 拖 尾 ， 分 离 伊 时差， 而 且 许 胶 易 发 胀 ， 使 谱 带 弯曲 。 如 
果 在 激光 检测 只 处 玻璃 板 疫 有 洗 和 干净 ， 本 底 很 高 ， 会 影响 样品 检测 ARAN Ea 

5. 涂 胺 溶 流 要求 过 滤 并 脱 气 ， 沟 胺 中 有 不 深 物 或 气泡 影响 效 胶 的 均一 性 ， 降 低 分 辨 
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6. FE neesi, AE Epee d ETL ERREKARA RARER, RAA A fE 
凝 胶 筷 处 会 合 谱 带 变 形 扩散 。 

7, 样品 必须 完全 变 件 【上 等 ，2miny， 蛮 性 后 姐 果 不 马上 加 样 ， 立 即将 变性 后 的 样品 
BEKR PARRE SU. AAMA, 样品 出 现 额 外 峰 ， 影 响 结果 判定 。 

8. 平板 凝 腔 电 泳 时 要 防 目 泳 道 局 样品 的 渗 漏 ， 建 议 陋 道 辑 样 ; 案件 中 相互 比 对 样品 
不 要 如 在 相 邻 的 沐 道 内 ， 以 防 央 渗 漏 而 影响 结果 ， 最 好 古 同 一 案件 中 的 相关 样品 在 不 同 凝 
胶 上 电泳 。 

9. 在 每 一 凝 胶 泳 道 内 加 入 分 于 量 大 小 标准 可 以 使 等 位 基因 片段 大 小 准确 到 0.5bp。 但 
是 ， 如 果 分 子 量 内 标 不 正确 ， 那 么 随 之 测定 的 等 位 基因 片段 大 小 就 会 发 生 错 误 ， 等 位 基因 
分 型 涉 正确 。 因 此 在 进行 Genotyper 软件 自动 分 型 前 ， 必 须 检 查 内 标 ， 如 果 内 标 不 正确 ， 
必须 进行 重新 定义 ， 重 新 确定 片段 大小 。 

10. 等 位 基因 自动 分 型 时 ， 等 位 基因 分 型 标准 物 Ladder 的 第 一 等 位 基因 的 分 型 有 时 会 
有 误 ， 导 致 分 析 样 品 等 位 基因 的 分 型 错 江 ， 必 须 检查 -下 Ladder 分 型 是 否 正确 。 

ll. 对 于 用 ABD 310 型 毛 组 管 测 序 佼 ， 在 使 用 前 毛细 管 必 须 归 位 ， 用 多 裹 胶 流 灌注 毛 
WE E my CM PE Ph. 

12. 在 使 用 POP4 胶 液 时 ， 要 预先 将 胶 液 从 冰箱 中 取出 ， 室 温 放 置 一 段 时 间 后 ， 使 之 
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WE HAH E ii A EER H AREUPTRR, Hh- 

13. IERP, opk HKR R ET, EAN A. AE a TE Al TE ER ah. 

了 则 ， 液 而 太 低 ， 毛 细 管 无 法 冲洗 ， 电 极 接 触 不 到 这 TAEI. 

14. rA EHE 15 — SE rh 03 88 4 EA A ER AET ladder, 9 MEIN G harp ui BË 
会 出 现 许 多 “0QL ALLEELE"。 这 是 因为 随 次 的 电泳 条 件 不 同 ， 等 位 基因 分 型 标准 物 ladder 与 
样品 的 同 -等 位 基因 的 分 于 证 大 小 差异 在 0.5 ~ Ibp. ALARE MAE TERI I. GE OE À J 
纠正 。 

15. 建立 一 个 分 析 条 件 〔 仪 器、 试剂 等 ) 专 :的 matrix 文件 。 进 行 远程 计算 机 分 析 数 
据 时 必须 注意 使 用 与 结 些 一 弦 的 matrix 文件 。 

16. 对 于 荧光 强度 低 于 150RFU 的 峰 ， 结 时 解释 监 慎重 。 

17. 样品 变性 时 间 不 宜 过 短 或 过 长 ， 过 区 的 变性 使 DNA 片段 抱 殿 ， 荣 光 峰 安 得 钝 而 
宽 ， 降低 分 辩 率 ， 无 法 精确 确定 等 位 基因 片段 大 小 。 

18. Genescan 分 析 前 应 仔细 恰 告 每 个 吸收 峰 ， aii Pull ~- up A ES LÁ 2900 E < 

12.4.4 基因 分 型 注意 问题 

不 论 什么 案件 ， 不论 利 用 什么 方法 、 技 术 检 验 分 析 物 证 ， 其 共 问 的 入 的 或 最 甘心 的 起 
案件 检验 后 的 结论 ， 结 论 是 分 析 大 员 对 检验 结果 作出 的 正确 解释 或 分 析 ， 因 此 结果 的 解 其 
TAER., 不论 是 银 染 系统 还 是 荧光 标记 检测 系统 ， 如 果 对 分 析 条 统 了 解 不 深入 ， 辐 样 的 
实验 结果 ， 所 作 的 结论 可 能 行 紫 差异， 

1. 等 位 基因 以 外 的 额外 带 

单一 一 个 STR 基因 座 的 PCR 扩 增 结果 RE: 纯 合 子 个 体 只 有 一 茶 带 或 一 个 哗 ， 杂 
合子 个 体 拥有 两 条 大 小 不 同 的 带 或 峰 。 出 现 的 第 三 茶 带 或 峰 被 称 为 额外 带 或 峰 。 瞻 光标 记 
由 动 分 析 结 果 以 一 个 个 荧光 峰 表 二 等 位 基因 片段 ， 这 里 描述 的 峰 即 通常 说 的 带 ， 额 外 带 或 
蜂 有 以 下 元 类 : 

(1) 阴影 带 (“Stutter” 带 ) 或 峰 

阴影 带 【smtter band) 或 峰 (stutter peak)， 是 引起 额外 峰 第 - -个 、 也 是 最 常见 的 原因 ， 
它 主要 出 现 全 比 其 主峰 (等 位 基因 ) 短 一 个 重复 的 位 置 ， 原 因 是 在 复制 过 程 TaqDNA EG 
EHE A. AARSE HR ST 基因 座 较 为 多 见 ， 四 、 五 核 侍 酸 重复 基 内 座 则 相对 
少见 。 在 复合 扩 增 中 ， 由 于 扩 增 反应 条 侍 不 是 每 个 基因 座 的 最 佳 条 件 ， 容 易 出 现 阳 影 带 。 

(2) 3' 端 的 额外 A 4 A RAR J 

由 于 模板 DNA 量 这 多 ,或 没有 进行 最 后 的 eQ CRM EE. A 3 端的 额外 EER 
加 不 完全 会 出 现 N 和 N+1 带 ， 产 生 额 外 带 。 

(3) WERFF A AH 

在 复 台 扩 增 体系 ， 有 时 会 出 现 非 特异 性 片段 ， 主 要 原因 是 多 对 引物 发 生 的 非特 异 结 
合 。 一般 复 合 扩 增 的 基因 座 越 多 ， 反 应 体系 中 引物 对 越 多 ， 非 特异 结 会 的 倾向 就 屿 大 万 
其 是 当 样品 DNA 降解 时 更 为 严重 ， 因 为 降解 模板 DNA 互补 序列 变 短 。 太 区 非特 异 带 的 峰 
面积 比较 低 ， 从 峰 的 形态 看 ， 大 多 表现 为 不正 规 的 峰 形 ， 而 且 多 不 在 基因 座 的 等 售 基 因 范 
鲜 内 ， 很 容易 与 等 位 基 央 妖 区 分 并 来 。 轧 外， 模板 DNA 莉 过 和 多， 也 会 出 现 非 特异 带 。 
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(4) 染色 体 的 不 正常 

Hh DNA 带 也 可 在 - - 些 由 于 像 染 色 体 移 位 、 休 细胞 突 空 和 三 售 体 等 染色 体 不 正常 稀 
有 的 个 体 中 过 到 。 杂 合子 个 体 在 等 位 基因 范围 内 有 条 带 ， 出现 -- 个 额外 带 。 此 各 种 情况 
F ， 物 证 斑痕 样 帖 与 匹配 的 嫌疑 人 样品 的 DNA 带 型 - 定 旦 相同 的 。 因 此 当 遇 利 这 种 少见 
的 染色 体 不 正常 的 个 体 识 别 案件 时 ， 所 出 现 的 额外 DNA 带 可 作为 认定 结论 的 一 个 依据 。 

(5) 分 析 坎 件 的 问题 〈 不 同 菊 光 妆 料 激发 光 的 于 扰 峰 ) 

标记 DNA 片段 的 染料 在 不 同 的 被 长 发 出 莹 光 ， 仍 存在 -一些 染料 暴 收 光谱 的 重 伙 ， 例 
如 ， 蓝 色 标 记 DNA 片段 在 绿色 荧光 吸收 处 也 有 荣光 吸收 。 使 用 标准 荧光 染料 预先 制作 的 
一 个 叫 “matrix” 的 文件 可 以 消除 不 同 英 光 之 间 的 十 扰 . 但 分 析 过 芷 扩 增 的 样品 《RUF 值 
超过 6000)， 饱 和 了 “matrix" ， 导 致 在 等 位 基因 峰 下 产生 另 -颜色 的 一 个 叶 “pull- up” 的 
十 掩 峰 ;如 果 选 用 不 正确 的 “Matmix”， 即 使 欧 光 强度 在 正常 范围 内 ， 也 会 产生 一 个 这 样 的 
干扰 峰 (ES 12 - 32)。 因 此 存 多 色 菊 光标 记分 析 中 ,通过 峰 的 位 置 和 峰 睛 态 比 较 ， 需 要 将 
这 些 “pull - up” 蜂 同 真正 等 位 基因 区 分 开 米 。 另 外 也 可 以 对 这 个 基因 座 进 行 单个 扩 增 分 
析 来 确定 是 否 有 “pull - up” BË, 

当然 ， 在 银 染 系统 或 单 色 芯 光 标记 分 析 中 不 存在 这 个 问题 。 
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图 12-32 “pull up” ÉS 


(6) 非 产 物 获 光污染 

荧光 染料 标记 的 PCR 产物 均 采 用 光谱 扫描 系统 如 荧光 扫描 仪 或 ABD PRISM 系统 ， 利 
Hj JE u] DL GY (500 ~ 5600nn)， 因 此 一 些 具 有 荧光 的 物质 如 抗生素 、 维 牛 素 、 多 环 芳 和 理 
物 、 荣 光 素 发 生体 和 染料 等 在 电 注 图 中 出 现 与 DNA 荧光 片段 相同 的 峰 ， 可 能 会 干扰 DNA 
分 型 ， 影 响 鉴 定 结果 。Urquhan 及 其 同事 (1993) 发 现 Chelex DNA 提取 方法 甚至 有 机 提取 
法 部 不 能 去 除 抗生素 、 维 生 素 、 多 环 芳香 物 、 荧 光 素 发 生体 、 各 种 娄 料 等 ， 以 Cbelex 提取 
法 提取 的 DNA 为 模板 的 PCR 产物 常 伴 有 英 光 污染 峰 。 不 过 ， 十 扰 妖 通常 较 宽 ， 比 较 容易 
与 荧光 素 染 料 标记 PCR 产物 峰 区 分 开 来 。 

非 产 物 荧 光污染 产生 有 以 下 内 种 可 能 情况 : 带 色 载体 上 的 体液 次 ,在 提取 过 程 中 
ERETTE; D 植物 体 上 的 体 滚 广 ， 叶 绿 素 可 能 与 DNA 同时 提取 出 来 ; 饼 病理 状态 
下 个 体 的 血 或 组 织 样品 ， 如 错 中 毒 、 某 些 形式 的 中 啉 症 ， 此 时 血 中 的 中 啉 浓度 大 幅度 提 
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高 ; O 年 软 时 和 芥 接 受过 环 组 抗生素 治疗 的 个 体 的 牙 或 骨 组 织 ( 成 长 的 骨 和 牙齿 吸收 、 董 
积 了 这 些 抗生素 )。 采 用 空白 基质 (载体 ) 对 照 实验 ， 或 在 没有 合适 空白 基质 做 对 照 时 ， 
将 未 扩 增 的 物质 与 PCR 扩 增 产物 一 起 电泳 检测 进行 比较 ， 确 定 是 否 有 非 户 物 污染 峰 。 

(7) 样品 为 混合 样品 

当 分 析 祥 品 为 混合 祥 品 时 ， 经 常 出 现 儿 带 现象 ， 这 是 造成 额外 带 的 最 常 多 原因。 混合 
样品 的 情况 将 在 后 面 详细 介绍 。 

(8) 电泳 条 件 不 适当 ，FGA 基因 座 的 带 会 移 到 vwa 基因 座 区 域 ， 造 成 rWA 基因 座 有 
三 条 带 ， 而 rG 基因 座 只 有 一 条 带 ， 重 新 电泳 检测 可 克服 。 

2. 等 位 基因 峰 面积 的 不 对 称 

小 卫星 VNTR 基因 座 各 等 位 基因 片段 间 差 异 较 大 ， 易 产生 等 位 基因 的 不 平衡 扩 增 ， 较 
小 等 位 基因 优先 扩 增 ， 较 太 等 位 基因 PCR 产物 量 少 或 根本 检测 不 到 。 在 是 前 已 知 STR 基 
因 座 中 ， 等 位 基因 片段 均 在 400bp 以 下 ， 二 个 等 位 基因 之 间 差 异 小 ， 也 存在 较 低 分 子 量 的 
等 位 基因 比较 大 分 子 量 的 等 位 基因 具有 高 的 扩 增 效率 。 但 是， 等 位 基因 差异 扩 增 不 如 小 半 
E VNTR 那样 显著 ， 没 有 明显 的 优先 扩 增 现象 存在 ， 因 此 峰 面 积 基本 相同 。 正 常情 况 下 ， 
小 峰 面 积 为 大 峰 面 积 的 70 名 以 上 ， 因 此 PE 公司 将 70% 作 为 判定 2 个 峰 是 否 属于 同一 个 体 
同一 基因 座 的 二 个 等 位 基因 的 标准 。 然 而 ， 下 列 情 况 可 引起 优先 扩 增 ， 在 应 用 中 尤其 是 亲 
子 鉴 定 中 应 引起 注意 。 

(1) 模板 DNA 极 微量 、DNA 降解 、 有 抑制 剂 存在 

模板 DNA 极 微量 或 DNA 降解 或 有 抑制 章 存 在 ， 在 PCR 开始 斤 个 希 环 ， 引 物 退 火 的 随 
机 差异 ， 导 致 某 一 个 等 位 基因 优先 扩 增 。 另 外 ， 当 一 对 等 位 基因 的 大 小 差异 很 显著 时 ， 也 
可 引起 一 个 等 位 基因 的 优先 扩 增 。 

如 果 一 基因 座 的 二 个 峰 高 比值 小 于 70%， 而 没有 其 他 指标 表明 是 混合 样品 ， 那 么 样 
品 必 须 重新 扩 增 以 确定 不 平衡 情况 是 否 有 重复 性 。 不 平衡 扩 增 提示 标本 可 能 为 混合 样品 。 

(2) 引物 结合 位 置 突变 影响 

模板 DNA 的 引物 结合 位 置 出 更 突变 ， 可 能 直接 影响 退火 效率 ,尤其 是 突变 发 生 在 引物 
的 3 端 ， 延 伸 可 完全 被 阻 断 ， 使 某 个 等 位 基因 无 扩 增 产物 ， 成 为 无 效 等 位 基因 《null alele), 
杂 合 子 个 体 兵 有 一 个 基因 产物 ， 成 为 所 谓 很 纯 合 子 的 现象 ， 如 MBP - B 、D19S253 及 Profile 
plus 中 D8S1179 STR 系统 均 可 出 现 上 述 无 效 等 位 基因 ,不 过 这 种 情况 造成 的 假 纯 合子 的 等 位 
基因 峰 高 比 真正 纯 合 子 的 峰 高 低 许 多 ， 可 由 此 来 确定 是 否 有 无 效 等 位 基因 。 如 果 罕 变 发 生 在 
引物 乡 合 的 其 他 位 置 ， 引 物 退 火 温 度 受 到 影响 ， 导 致 信号 降低 。 引 物 结合 位 置 突变 发 生 的 所 
率 极 小 《大 约 在 0.01 ~ 0.0001 基因 座 )， 单 独 一 个 个 体 不 可 能 在 二 个 基因 座 受 到 影响 。 重 新 
设计 引物 序列 ， 避 开 前 一 引物 退火 区 瑾 ， 可 以 克服 大 效 等 位 基因 的 问题 。 

(3) 样品 为 混合 样品 

在 实际 检验 中 ， 明 显 干 扰 峰 面积 平衡 的 常见 的 原因 是 混合 样品 ， 而 不 是 等 位 基因 的 优 
先 扩 增 。 

当 分析 样 品 为 混合 样品 时 ， 混 合 样品 组 分 的 混合 比例 不 同 或 虽 混 合 的 比例 相同 但 拥有 
一 个 共同 的 等 位 基因 ， 发 生 这 种 基因 座 内 的 优先 扩 增 现象 ， 等 位 基因 峰 面 积 明 显 不 平衡 。 
扩 增 分 析 多 个 基因 座 ， 综 合 分 析 整 个 图 谱 ， 确 定 是 否 为 混合 样品 ， 有 助 于 结果 的 解释 。 
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3. 差异 扩 增 

在 二 个 或 二 个 以 上 基因 座 复 会 扩 增 中 ， 讯 其 是 多 个 如 芝 光 检测 系统 八 个 或 玉 个 基因 座 
复 会 ， 有 时 并 不 是 所 有 基 办 座 者 能 得 到 扩 增 ,也 就 是 涪 部 分 基因 座 没 有 得 到 扩 增 产物 。 这 
PETA OL n OE FFA, EPRA DNA 量 极 徽 、 模 板 DNA 降解 ， 或 模板 DNA 中 含有 PCR 
反应 的 抑制 剂 如 血液 中 约 血 红 素 、 或 其 他 色素 。 对 于 来 自 模板 DNA TRAR, AE 
因 座 不 敏感 ， 而 有 些 则 比较 敏感 ，PCR 扩 增 则 爱 到 限制 ， 产 物 的 信号 较 贡 或 没有 。 一 般 的 
规律 是 等 位 基因 片段 相对 大 药 基 因 座 易 受 影响 ， 例 如 PE AmpFLSTR Profiler plus 系统 中 
D18S51. D7S820 基因 座 ， 其 次 是 FGA 基因 座 。 在 分 析 上 述 异 常情 况 时 妆 充 分 考虑 上 述 各 
种 影响 网 素 ， 得 出 正确 的 结论 。 


12.5 STR 检测 新 技术 





12.5.1 RAR 

1. 设计 原理 与 过 程 

微 芯 片 是 通过 开 刻 平版 印刷 和 化 学 刻 伍 方法 在 燃 冀 的 石英 量 片 上 形成 带 通道 的 结构 ， 
制 成 的 小 型 电泳 设备 。40nm 厚 的 铬 片 喷 注 在 直径 为 150mm . Jé 0.4mm BJ 4888 f E ñë Fr 
上 。 然 后 1811 感光 耐 蚀 膜 被 旋转 包 埋 到 厚度 为 1.1nm BJ ña E, 9036 25min。 通 过 选择 
TEME F 365nm 的 紫外 线 下 将 光敏 层 刻 成 相应 的 图 案 。 用 K, (CN) NaOH 铬 他 除去 暴 
TRR, REH E NHAFYHF (1:1) 50 笔 刻 蚀 形 成 熔 北 的 石英 。 刻 蚀 的 深度 通过 检测 刻 
局 时 间 和 光度 计 测 量 控 制 。 用 丙酮 处 理 除去 感光 奎 银 膜 ， 莘 下 的 铬 溶解 在 K, (ECN) 
NaOH 溶液 中 。 存 通道 的 末端 用 CO, 激光 系统 形成 -- 在 答 为 75pm 的 孔 ， 它 通过 刻 蚀 唱片 。 
第 二 个 直径 为 150mm 85 88 BÉ 83 98 ña F Sk £S gl 28 ph k H E, LPH B B. 3E# BS 48 HRE 
501 30% NH.,OH (wt/vol) Z¿H,0/30% H,0, (wt/vol) 按 4:5:1 RAR, a, Ha 
KRE. PX PM PB EE-E, ERAR. JFtB2E200% F 2h 进行 可 道 性 结合 ， 然 
后 在 1 000 pk BETy K A HE r. PX p fE Er FI Bu kë BE £ 35 W bp ak ki E FB, Wa 
是 在 两 个 表面 形成 共 价 键 Ter RaR T. Hóa Rn baka dus A M EE FEE Bg da Pr E 
切 下 来 ， 形成 高 3mm， 内 径 3mm 的 5061 BJ 38. 

如 图 12 - 33 所 示 的 带 有 直接 分 离 遂 道 和 的 交叉 结构 仪器 。 通道 A，B, CH 5m 长 ， 分 
离 通 道 D 长 度 为 30mm。 蕊 片 按 反 回 妇 线 镁 蚀刻 成 45m 深 ， 顶 端 宽 100pm 的 带 半 环 交 及 
部 分 的 通道 。 通 道 的 交叉 部 相当 于 内 径 70pm 的 圆柱 形 和 毛细管。 图 12 - 33b HPE BU h u E 
用 来 研究 通道 折 亚 歼 果 的 一 种 常用 技术 ， 用 来 在 微型 仪器 中 制造 压缩 结构。 通道 A. B, 
C 为 5mm 长 ， 折 要 的 分 离 通道 为 100 和 300mm 长 。 每 个 折 准 的 仪器 的 深度 是 60xm，130pm 
党 。 折 闪 通 道 芯 片 内 制 成 二 种 不 同 交 丸 几 何 图 形 。 

2. AH 

PRA E A 30388 B A HN) PH Pk Ut BJ Hjenen 程序 进行 包 埋 。1.0mol/L NaOH 通过 通道 
i0min， 蚀 刻 12h。 然 后 ， 通 道 用 和 过滤 去 离子 水 ，0.1malL HCl， 去 离子 水 ，MeOH 冲洗 ， 
每 次 10min， 在 He 6.0 AIFF FIR. 通道 用 S$.0mf 95% MeOH，0.5m] 10% 乙酸 ，1.0mi 3- 
三 甲 基 组 成 的 溶液 冲洗 ，12b 后 ， 首 先 用 MeOH 冲洗 ， 然 后 用 去 离子 水 冲洗 ， 每 次 1Dmin。 
通道 再 在 He6.0 干燥 。 在 最 后 步 聂 ，70mg 丙烯 酰胺 溶解 于 1.0mi 的 分 离 缓 证 液 中 ， 放 置 在 
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图 12 -33 WASANII 


He 6.0 中 最 除 气 。2h 后， 加 入 Raj 100%TEMED 和 20 名 过 硫酸 饺 ， 简 单 混 色 后， 混合 渡 通 
CEN REE RAEE, 在 室温 聚合 12h, 53 at 2 d B 3 a US 3. 通道 已 
准备 好 ， 可 以 填充 分 离 介 质 ， 

3. 分 离 介质 

工作 缓冲 液 为 1 x TBE (90mmol/L Trisz64mmol/L 硼酸 /2.5mmol/L EDTA, pH8.0), 
3.5mol/L 尿素 ，4 名 丙烯 酰胺 ，30% 甲 酶 胺 。 抽 气 2h Fi. JU 261 10%TEMED，2nl 10% 过 硫 
酸 钻 ,混合 ,将 混合 液 灌 到 包 埋 的 通道 内 。 

4. 仪器 

图 12 - 34 为 微 世 片 基因 分 型 仪器 示意 图 。 简 单 地 赔 熔 凝 的 石英 微 芯片 安置 在 悍 度 控 
制 平台 上 ， 配 有 高 压 连 接 ， 激 光 诱 导 荧光 检测 仪 。 微 芯片 放 在 铝 加 热 板 上 ， 加 热 板 由 温度 
控制 器 和 一 系列 热 偶 联 控 制 。 
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WB 12-34 微 芯片 基因 分 型 仪 


5. 微 芯片 分 离 STR 产物 

为 了 快速 分 型 ，4 个 通道 都 填充 了 识 丙 烯 酰胺 介质 。 检 测 器 放 站 离 进 样 口 26mm 处 ， 
新 灌 制 的 芯片 在 200V//em 电压 下 50 乞 预 电 泳 3min,， 为 了 分 离 CTI 内 部 标准 Ladder， 取 
2ul Ladder Lj 8nl 工作 缓冲 液 混合 。 对 于 等 位 基因 图 谱 ，4pl PCR 扩 增 样品 加 到 221 CTTv 的 
Ladder F, HAA 3.5mol/L 尿素 和 30% 甲 酰胺 的 2 x TBE 稀释 到 1041, 简单 混 合 样 品 ， 
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95 乞 变性 2min, MERETHE A, mal A 底部 的 徽 艺 片 样品 搬 中 ， 微 芯片 
以 pinched cross injection EIL HIE, TRARA “个 离子 流 ， 确保 样 号 离子 到 通道 内 部 
规定 的 体积 。 为 了 加 样 ， 在 通道 A # C HIIR 400V/em, 40V/cm 场 强加 到 通道 B 和 D, B 
下 样品 进入 这 些 通道 。 结 时 形成 一 个 100 m 长 的 稳定 的 进 样 活塞 。 进 样 量 约 0.36ml， 为 了 
将 样品 注射 到 分 离 通道 ， 给 分离 通道 加 场 强 为 200VYzem BJ FB E. 38 38 A A C 2) 20V/em,， 
使 样品 很 好 地 进入 到 分 离 通 道 D 而 没有 从 通道 点 和 8 的 边 上 活 漏 出来。 用 分 离 缓 冲 液 冲 
HEEMI À 二 次 后 ， 更 换 样品 ， 皮 料 新 的 样品 ， 进 行 儿 秒 钟 的 预 电 泳 。 电 泳 分 离 样品 ， 
结果 如 图 12 - 35。 
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图 地 -35 4 46358 BES fr A K IV #z E 97 a 38 F: Fr Ea bk $h jk ER: 
(a) hH q 45pm 党 的 通道 ，100pm 的 样 蜗 进 样 器 ，26mm 长 的 分 离 通道 。3.5molL 尿素 和 309 Hi 8k Rk pi 
1 x TBE 配制 的 4 % 2 PE 8 pq A Bk Rk fE. 和 0 200 V; em 的 场 强 下 分 离 (b) PCR P WR tr CTT 大 小 标准 物 泥 合 
的 微 芭 片 电 访 图 ， 图 中 所 列 的 数字 为 样品 的 等 们 基因 的 分 型 电泳 条 人 忻 同 (a). 











12.5.2 杂交 排列 分 析 STR (STR 芯片 } 

除了 赣 胶 电 袜 分 析 外 ， 还 可 以 几 杂 交 模 式 分 析 STR。 美 国 Nanogen 公司 研发 出 另 一 种 
徽 芯 片 分 析 技 术 ， 可 以 进行 STR 分 型 。 这 种 技术 采用 一 种 硅 片 ， 上 面 布 有 许多 电极 ， 每 
个 电极 为 独立 的 实验 点 ， 可 以 根据 需要 连接 上 特定 的 核 苷 酸 序列 。 电 极 上 的 核 苷 酸 序列 作 
为 捕捉 (capture) 的 探 针 ， 通 过 电 杂 交 与 PCR 产物 迅速 杂交 ， 这 种 杂交 体系 与 另 一 叫 报 此 
(reporter) 的 探 针 杂交 ， 形 成 稳定 的 杂交 体 。 报 告 探 针 上 带 有 荧光 物 ， 根 据 菊 光 点 位 置 确 
定 符 测 样品 的 基因 分 型 。 

图 12 - 36 是 用 杂交 方式 识别 不 同等 位 基因 的 原理 示意 图 。 对 于 STR 基因 座 ， 芯 片上 包 
会 该 基因 座 所 有 已 知 的 等 位 基因 探 计 。STR 杂交 分 析 涉 及 2 个 探 针 结合 到 STR 重复 和 旁 侧 区 
{图 12-36A), HEERE (capture probe) 结合 到 芯片 的 实验 点 (图 12- 368)， 捕 提 PCR 扩 增 
的 STR 等 位 基因 ， 报 告 探 针 带 有 荧光 染料 ， 因 此 能 够 检测 结合 到 捕 提 探 针 的 STR 等 位 基因 ， 
重复 区 域 作 一边 的 的 单一 序列 能 够 区 别 开 拥 有 相同 重复 序列 的 不 同 STR 基因 座 的 等 位 基因 。 
根据 荧光 信和 号 出 现 位 置 ， 即 根据 捕捉 探 针 的 重复 单位 数目 ， 确 定 样 品 基 因 型 。 

图 12- 36A 是 THOU 基因 座 会 有 6 个 重复 单位 的 靶 序 列 ， 与 含有 4，5 和 6 个 重复 单位 
的 捕捉 裸 针 杂交 ， 在 最 适当 条 件 下 ， 靶 序列 与 每 一 位 置 的 捕捉 探 针 杂 交 几 乎 相当 ， 但 是 ， 











St- WAPE (STO EIN MAT YS K AGB A 


255 





Å Mismatch- gap 
Target 


tora tegi gAATGAATGAA TOMATE (AA7GY. rpg 
tacract IAE TTAC FAN), tecet 
Reporter Capture 


Mismteh overlap 


tecalgglgAATG(AATI), agggnann tangu MAS 
tacca TTAC(TTAC), tecetttatt enet 


了 T 
Matoh 


eerat ggi gAATLAATUIAATGI, nggpanataa t 
tacecae TTAÇITACITIAC}, teect Linatl ts 





B 2 =s arge 
dCapturo i @ ú BRR Reporter 





COOCO2OC ana aa 8 large 
toet os = 


SLapturr www 拔 EA Reporter 





| avanir F E —— 8 Tugo 
GCapturc wama e ü % ° ü $ a = Reperter 





DaO 


w o a GG is: S Farge 
T7Capturn amm ü Ó ° 6 


Reporte) 





Ee s HB largo 
RCapture w f ü $ ü # $ E Roporipr 





二 一 一 


. coossooco 
Suapture wanana @ @ @ @ @ @ @ @ cuya Ren porter 





一 3 
Jù Capture PEPA 


ERAH B Targe 
K Ü SR 


d teporier 





W 12-35 杂交 进行 STR 3 E] 350 8412 tF BË 2 S: 


(A): THO1 基因 座 的 三 种 杂交 复合 物 。 不 下 配 - #J (mismateh - gap), TRPE GAE DNA 中 的 重复 数 
大 于 捕 提 加 报告 探 针 赛 核 苷 本 中 的 重复 数 ; 不 匹配 - BLR (mismatch - overlap )， 靶 DNA 中 的 重复 数 比 报告 和 捕 





提 探 守 的 重复 数 少 ; ME (match), AEWRE THERESE DNA 中 的 重复 数 相 等 。! 
因 座 等 位 基因 8 纯 合 子 在 芯片 上 可 能 的 杂交 模式 。 


B): THOI Æ 


每 种 情况 下 的 捕捉 探 针 与 报告 探 针 边界 的 部 分 关系 是 不 同 的 ， 带 4 个 重复 的 捕 提 探 针 ， 杂 
交 结果 形 成 的 捕捉 / 质 序 列 / 报 告 探 针 杂交 体 在 捕 提 探 针 的 3 末端 与 报告 探 针 5 末端 边 界 有 

一 个 孔隙， 带 6 个 重复 的 捕 提 探 针 杂交 ， 三 者 形成 的 杂交 体 在 捕 提 探 针 与 探 针 之 间 有 4 个 
MEIER, RA 5 个 重复 的 捕捉 探 针 形成 的 捕捉 探 针 与 报告 探 针 的 边界 是 毗连 的 ， 它 们 


之 间 存 在 着 碱 基 谁 积 力 ， 在 离 强 度 下 ， 只 有 这 种 杂交 体 最 稳定 ， 可 以 得 到 检测 ， 


其 他 几 种 


杂交 体 由 于 没有 碱 基 堆 积 力 ， 在 高 强度 下 ， 报 告 探 针 被 洗 脱 下 来 ,没有 检测 信号 。 由 此 确 
定 被 检测 样品 的 基因 型 。 利 用 报告 探 针 最 大 稳定 性 ， 结 合 报告 控 针 和 捕 提 探 针 资 料 ， 可 以 


鉴定 STR 等 位 基因 的 分 型 。 
报告 探 针 与 靶 序 列 互补 碱 基 少 于 12 个 ， 共 交 体 可 能 非常 不 稳定 。 
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稳定 DNA 杂交 体 的 碱 胡 堆积 力 妥 二 个 方面 的 因素 有 影响。 一 是 二 个 林 映 连接 碱 基 的 类 型 ， 
TERENA NA Em. AA CSFIPO 基因 座 ， 选 择 捕 提 榨 针 各 报告 控 针 之 间 毗 连 碱 基 有 
T:A 或 G:A， 链 内 的 G:A 核 苷 酸 的 碱 基 堆积 力 比 链 间 的 T:A 使 螺旋 稳定 ， 捕 扣 探 针 与 报告 
探 针 中 连 末端 以 Ga 方式 存在 的 杂交 体 比 与 T: 上 系统 的 识别 比率 卢 {图 12 - 32A). af HE 
X (discrimination ratio, DR) 定义 为 从 每 个 减 去 背 最 信号 后 的 号 配 x 涉 匹配 的 比例 。 
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图 12-37 MERHAT W AEE. 

(A) CSF1PO WAERT RR 3k E R REA E SA F a E S A 6. 6.5, 7, 7.5, 13, 13.5, 
44 或 14.5 的 捕捉 探 针 穿 核 音 酸 ， 与 重复 序列 为 8 有 和 二 的 鞠 DNA 杂交 然后， 二 个 10nt IE 3 Bë FF E sh 28 2 3 5 
片上 。 一 个 探 针 的 纯 问 含有 一 个 完整 重复 ， 另 -- 个 探 针 则 含有 半 全 重复 单位 。 它 们 各自 产生 GAR TARER 
FA. ka RAICA 报告 :捕捉 复 台 的 识别 率 最 高 (Bi WF PUKI K SG a E rr THOL 基 
欠 座 的 识别 率 比 较 。 





碱 基 的 燃 两 基 化 可 以 增加 碱 基 玲 积 ， 可 能 是 增加 碱 基 环 结构 的 电子 。 偶 极 ，r 8, A 
授 诱 导 的 偶 极 机 制 形成 环 的 电子 增加 ， 对 核 苷 酸 中 垂直 碱 基 玲 积 有 重要 作用 。 

利用 杂交 方式 进行 分 型 ， 要 求 杂 交 的 高 度 特 异性 ， 在 杂交 过 程 中 应 用 高 强度 条 件 。 但 
是 这 需要 非常 长 的 杂交 时 间 (3 ~ 16h) 才能 得 到 足够 的 信和 号。 如果 利用 电子 系统 浓缩 DNA 
样品 ， 在 高 强度 下 进行 电子 主动 杂交 ， 可 以 在 2min 内 完成 。 
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许多 STR 基因 座 ， 除 了 重复 单位 数 自 变化 外 ， 还 有 内 于 搬入、 缺失 、 转 换 或 舞 换 形 
上 成 的 微 变异 体 。 这 些微 变异 体 ， 尤 其 是 转换 或 置换 造成 的 ， 很 玲 用 凝 胶 电 泳 方式 检测 出 。 
但 是 ， 用 杂交 方法 可 以 分 析 这 些 差 异 。 以 THO1 为 例 来 说 明 ，TIH01 基因 诬 重 复 单位 有 一 个 
缺失 ， 即 等 位 基 内 9.3。 一 个 生物 束 化 的 捕捉 探 针 设 置 在 电极 上 ， 其 中 3 个 为 图 12-36 介 
绍 的 含 ?, 8 和 9 重复 单位 的 ， 与 THO 9.3 AEREE DNA (K562) 在 组 氨 酸 缓冲 液 中 加 热 
AHE, HEITE AS. R BTR 标记 的 报告 探 针 【专门 为 TH019.3 变异 体 设 计 的 ) 进行 被 动 
杂交 ， 洗 桨 并 检测 ， 当 与 9.3 等 位 基因 杂交 时 ， 这 个 报告 探 针 完全 互补， 垂直 碱 基 堆 积 ， 
但 其 他 的 等 位 基因 的 互补 区 从 10 个 减少 到 7 个 ， 破 坏 了 磊 基 堆积 ， 不 能 得 到 检测 信息 。 

12.5.3 MALDI — TOF 质谱 

MALDI - TOF 利用 离子 进行 实际 时 间 的 质量 测定 。 图 12 - 38 是 一 分 析 上 原理 示 意图 A 
I DNA 样 蜗 与 过 量 的 基质 复合 物 结 合 ， 如 3 ~ AAPEEE (3 -hydroxy - picolinie 
acid) ， 然 后 这 些 样 品 滴 到 金属 或 石英 板 上 ， 空 气 中 景 十 ，DNA 和 和 基质 形成 共 结 晶 ， 然 后 
把 样品 板 放 到 质谱 的 真空 环境 中 进行 分 析 。 抉 速 激 光 有 上 脉冲 激发 离子 化 过 程 。DNA 分 子 周 
图 的 基质 分 子 保护 DNA 在 离子 化 过 程 中 片段 化 。 每 个 激光 脉冲 激发 样品 的 离子 化 ， 然 后 
在 飞行 管内 分 离 离 子 。DNA 离子 按 其 质量 大 小 先后 通过 检测 器 ，DNA 片段 越 夭 ， 越 早 到 
达 检 测 器 。 移 动 固 定 激光 束 下 的 样品 板 顺 序 分 析 样 器。 市 场 上 有 样品 板 销售 ， 一 次 可 以 点 
384 个 样品 ， 在 1 小 时 内 分 析 完 每 个 样品 板 ， 分 析 时 间 取 决 二 每 个 样品 收集 的 激光 点 数 和 
激光 脉冲 比 。 飞 行 时 间 质 谱 具 有 极 高 的 通 量 ，MALDI - TOF - MS 分 析 可 以 不 使 用 等 位 基因 
分 型 标准 物 进行 分 析 ， 因 为 此 方法 分 析 的 是 DNA 分 子 的 真实 质量 ,使 之 比 电 福 中 的 相对 
大 小 测量 更 准确 。 但 分 析 STR 的 PCR 产物 还 存在 一 些 问 题 ， 最 大 的 问题 是 ， 只 能 分 析 片 
段 较 短 的 DNA 分 子 ， 当 DNA 分 子 或 样品 盐 浓 度 太 大 时 ，MALDI - TOF - MS 的 分 辩 率 和 灵 
敏 度 下 距 。 
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图 12-38 MALD 时 间 飞 行 质 谱 分 析 原 理 示 意图 
DNA 样品 与 基质 复合 物 混 侣 ， 点 在 样品 板 上 干燥 ， 形 忒 一 个 样品 点 。 梓 厚 板 进入 质谱 的 真空 环境 ， 
小 部 芬 样 品 在 生 冲 UY 蕉 光 作 用 下 离子 化 ,形成 的 离子 通过 离子 光束 被 加速。 离子 模 据 枯 小 在 通过 飞行 
管 时 被 斗 高 乒 ， 当 离子 擅 击 检测 闫 时 每 个 离子 的 质 / 茶 比 被 检测 器 记录 下 米 、 
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第 十 三 章 ” 篆 染色 体 STR 基因 座 


STR 基因 座 特 性 和 分 析 方 法 等 已 在 前 一 章 介 绍 ,本章 着 重 介绍 各 个 常 染 色 蛋 基因 座 特 
点 、 群 体 数 据 、 引 物 序列 与 PCR 反应 条 件 。 所 有 基因 座 的 扩 增 产 牺 检测， 目前 大 都 采用 
4 名、5 名 的 变性 聚 丙烯 栈 腔 上 胶 电泳 或 毛细 管 电 沪 ， 各 个 基因 座 交 没有 大 的 差异 ， 因 此 本 
章 不 再 一 一 介绍 。 


13.1 D15549 基因 座 


D1S549 基因 座 定 位 于 人 类 1 号 染色 体 ， 核 心 序列 为 (GATA) n, Æ 100 名 甘肃 回族 群 
体 无 闫 个体 中 发 现 8 个 等 位 基因 ， 茶 合 度 为 0.789， 个 人 识别 率 为 0.910; Æ 109 名 新 疆 维 
至 尔 族群 体 无 关 个 体 中 发 现 7 个 等 位 基因 ， 杂 合 度 为 0.85， 个 人 识别 率 为 0.934。 

1. 引物 序列 5'- CAA AGA GGA CAT GIG TIT GTG -3' 

5' - TAC CAG CAA TOC CTA CTA TGG -3 

2.PCR 反应 ”反应 体积 20, DNA 2 ~ 40ng, 1 x Taq ÆI, MgCh 1.5mmol/L, Taq 
DNA RAM lu, dNTPs 150pmol/L, GARE H 0,25pmol/L。 

3. 热 循环 参数 ”94 筷 变性 30s, 58 GiB K 30s, 72TH 40s， 循 环 30 个 局 期 。 





13.2 D3S1358 基因 座 


D3S1358 基因 座 定位 于 第 3 号 染色 体 ， 结 构 上 属于 复合 的 STR 系统 ， 舍 有 二 个 或 多 个 
不 同 的 重复 序列 ; [AGAN]， 其 中 为 T 或 C。 等 位 基因 重复 区 域 的 序列 见 表 13 - 1。 E 
出 12 个 等 位 基因 ， 等 位 基因 片段 长 度 范围 为 103 ~ 147bp， 杂 合 度 为 0,79，Dp 值 为 0.92, 
群体 等 位 基因 频率 见 表 13 - 2。 


$ 13-1 D38S1358 基因 座 库 列 

















等 位 基因 重复 区 域 序 列 片段 大 小 (bp) 
13 [AGAT] 9 AGAC) 2 TAGATI 2 119 
14 [AGAT] 10 [AGAC] 2 [AGAT] 2 123 
15 [AGAT: 11 LAGAC] 2 LAGAT] 2 i 127 
16 LAGAT] 12 [AGAC] 2 [AGAT] 2 131 
16° TAGAT] 11 [AGAC] 3 [AGAT] 2 131 
17 TAGAT] 13 [AGAC] 2 [AGAT] 2 135 
17’ TAGAT] 12 [AGAC] 3 [AGAT] 2 135 
18 [AGAT] 13 AGAC] 2 [AGAT] 2 139 
19 | [AGAT] 14 MACAC] 3 TAGAT] 2 143 

` 20 | AGAT] 15 [AGACI 3 -AGAT] 2 147 
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表 13 -2 D3S1358 É B] PE S hr £ B EF s 
频 率 
等 位 基 央 中 国 中 同 ” ”中 国 汉族 中国 汉族 美国 美国 
汉族 汉族 (北京 ) RDD 白人 RA 
9 ani 0.0025 
11 0.025 0.0026 
12 0.0022 0.0017 0.0025 0.0051 
13 0.0033 9.0017 0, 0026 0.0050 
14 0.0459 0.0417 0.0433 0.0464 .1125 0.1180 
l5 Ü 4039 0.3433 0.3700 0.3608 0.2825 0.2795 
15.2 0.0026 
16 0.2751 0.3333 0.3150 0.3325 0,2225 0.3231 
17 0.1989 0.2917 0.1917 0.2216 0,2225 0.2180 
18 0.0655 0.0717 0.0667 0. 0309 0.1450 0.0462 
19 0.0087 0. 0033 0.0117 0.0052 0.0050 0.0026 
杂 合 度 EAT 0.7423 
DP 0,9343 0.8518 


1. 引物 序列 5'- ACT GCA GTC CAA TCT CGC T-3' 
5! — ATG AAA TCA ACA GAG GCT TG-3' (M.Cene, 1998) 
2.PCR 反 应 在 50 由 反应 体系 中 含有 模板 DNA 10ng，1 x PCR 缓冲 液 (50mmol/L 
KCl, 10mmol/L Tris- HCl, 1.0mmol/L MgC1,), dNTPs 200pmol/L 和 Taq DNA 聚合 酶 1.25u, 


每 种 引物 O. 25umol/ L, 


3, MEREK MT 5min MEE, 944C Imin, 57% 45s, 72% 45s, 30 THR, EA 


72% 10mins 


13.3 D31359 # A Æ 


D3S1359 基因 座 (GenBank No. AA306290) 定位 于 第 3 号 染色 体 ， 结 构 上 属于 复合 的 
STR 系统 ， 合 有 二 个 或 多 个 不 阿 的 重复 序列 ，TCTA 和 TGTA (& 13-3): Ekt 17 个 等 
位 基因 ， 等 位 基因 片段 大 小 为 196 ~ 265bp, 


$ 13-3 D351359 基因 座 序 列 





等 位 基因 片段 大 小 序列 结构 
11 196 [TCTA ju 
12 200 TETAI 
13 204 + TCTA in 
14 208 .TCTA ly 
15 212 ETCTA Is 
16 216 -TCTA i 
223 iTCTA LTGTAT UTCTA), TCA (TCTA], 
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S = 

18 224 TECTA a 

18.3 227 [TECTA] [TGTA], LTETAI, TCA TETA jo 
19.3 231 [TETA]; LTGTA [TECTA], TCA LTCTA `, 
20.3 235 TC [TETA]; ETGTA] [TCTA] TCA [TETA]; 
21.3 239 [TETA]; L TGTA], [TECTA]; TCA [TCTA |, 
21.3b 239 [TCTA a [TGTA], [TCTA D; TCA TTCTA Jio 
22.3 243 LTCTAJ [TGTA], ITCTAj, TCA -TCTA n 
22.3b 243 [TETA]; 'TGTA U [TCTA], TCA [TETA]; 
23.3 247 [TCTA], {TGTA], [TCTA], TCA [TETA] 
24.3 251 [TCTA 3), [TGTA], [TECTA], TCA LTCTA] 3 
25.3 255 ETA  [TGTA]; _TCTA | TCA -TCTA ju 











1. 引物 序列 5°- GTT GCC TCT GAC ATG GCT FT- 3' 
5'- ATG CTA AGT GCT AAG TCA ACT -3' 
2.PCR 反应 ”50m 反应 体系 ， 含 有 10x PCR rR (100mmol/L Tris- HCI, pH 9.0, 
S00mmol/L KCI, 15mmol/L MgCl, 1mg/ml 白明 胶 ) 261, O.5umol/L dNTPs 1.6n1， 每 种 引物 
25pmol, Tag DNA 聚合 酶 2.Su， 模 板 DNA 15ng。 
3. Tasa HACHE Smin， 然 后 经 84 和 30s, 60 CC45s, 72 C30s, 30 次 循 
环 。 


13.4 D3S1744 基因 座 


D351744 基因 座 定位 于 人 类 染色 体 3q24。 在 德国 人 群 已 检 出 9 个 等 位 基因 ， 等 位 基因 
片段 长 度 大 小 范围 为 150 ~ 182bp， 杂 合 度 为 0.814， 非 父 排除 率 为 0.632， 多 态 信息 量 为 
0.787。 ' 

1. 引物 序列 5'- TIT AAG CGG'AAG GAA GTG TG -3 

5’ - CTG GCC CCA TCT CTC TCT AT - 3" 

2.PCR 反应 ”在 10pi 反应 体系 中 ,会 有 lOmmol/T, Tris- HC, pH 8.3, 50mmol/I. KC, 
1.5mmol/L MgC1,, 200pmmol/L dNTPs， 每 种 引物 1pmol，Taq DNA $M 0.3u, {RiR DNA 
30ng。 

3. 热 循环 参数 94% 30s, 55°%C 75s, 72% EH 15s, 27 个 循环 ， 最 后 ?2 和 保温 6min。 


13.5 D5S818 # HÆ 


D58818 基因 座 定 位 于 人 染色 体 5q21 - 31， 重 复 序 列 为 &CAT， 等 位 基因 片段 大 小 为 
135~ 171ibp， 等 位 基因 频率 见 表 13 - 4。 
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表 13-4 D55818 基因 座 等 位 基因 频率 























频 s= 
ERPE- |N 中 国 汉族 中 国 汉 旅 tF EI PE RAHAA 美国 黑人 
(北京 ) 

6 0.0044 s 
7 0.0133 0.0200 0.0183 0.0025 0.0026 
8 0.0067 I 0.0017 0.0050 0.0513 
9 0.0844 0.0800 0.080 0.0225 0.0205 
10 0.1756 0.1467 0.2000 0.0675 0.074 
11 0.3333 0.4067 0.3300 D.3925 D.2539 
12 0.2467 0.2050 0.2100 0.3325 0.3256 
13 0.1244 0.1267 0.1450 0.1650 0.2487 
l4 0.0089 0.0150 0.0067 0.010 0.0205 
15 0,0022 0.0083 0.0026 
16 0.0025 0 

REE 0.7493 0.7667 
DP 0.9573 0.9284 


1. 引物 序列 5'- GGG TGA TTT TCC TCT TTG GT- 3' 
5' - TGA TTC CAA TCA TAG CCA CA -3' f 
2.PCR 反应 ”在 10m 反应 体系 中 ,含有 10mmol/L Tris- HC], pH 8.3, 50mmol/L KCI, 
1.5mmoML MgCl ，200pmmolL dNTPs，1pmol 每 种 引物 ，Taq DNA 聚合 酶 0.3u, 模板 DNA 
30ngo 
3.PCR 热 循环 参数 94% 30s,55% 75s,72% 延伸 15s ,27 个 循环 ,最 后 72C 6min。 


13.6 D6S366 3£ A Æ 


D6S366 基因 座 定 位 于 人 类 染色 体 6q21 - qter， 为 三 核 苷 酸 重复 单位 (ATT)， 已 检 出 8 
个 等 位 基因 ， 等 位 基因 片段 长 度 范 围 138 ~ 162bp 频率 分 有 见 表 13 - 5。 末 合 度 为 0,.72， 个 
人 识别 率 为 0.877。 


表 13-5 D6S366 基因 座 等 位 基因 分 布 频率 














等 位 基因 - > ¥ 
PB (HM) = 中 国 汉族 《成 都 ) 

13 0.03 0.0202 

14 

15 0.015 0.0606 

16 0.075 0.3737 

17 0.2975 0.4747 

18 0.415 0.0556 

19 0.1275 0.0152 
0.04 

杂 合 度 0.68 

DP 0.78 


* 按 等 位 基因 片段 太 小 命名 ， 最 小 的 为 等 位 基因 1， 与 左边 等 位 基因 命名 可 能 不 同 
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1. 引物 序列 5- AGA GOT TAC AGT CAG CCG ACA TTG- 3' 
5' - GAA GTC CTA ACA GAA TGG AAC GTC C- 3' 
2.PCRFE 20d 反应 体系 中 ,含有 10 x PCR Æp (l00mmol/I, Tris- HCl, pH 
9.0, 500mmol/L KCI, 15mmol/LMgCh, Img/m 白明 胺 ) 2ul, 2.5mmol/L dNTPs 1.6g, #ë 
种 引物 (Aumo L} 2l, Tag DNA 聚合 酶 lel (0.50), IRK 9.461, i DNA 201, 
3. WEMAN WC2min, AE 4T Imin, 60 Cimin, 70%1.5mn, 10 RE, 
90% Imin, 60% Imin, 70% 1.5min, 20 个 循环 ， 最 后 如 各 保温 30min。 


13.7 D7S809 基因 座 


D7S809 基因 座 又 叫 wglpg9 基因 座 ， 核 心 序列 为 ACEGM {M= 上 或 C)， 在 日 本 大 中共 发 
现 13 个 等 位 基因 ， 片 段 长 度 范围 为 241 ~ 28bp， 等 位 基因 9 频率 最 高 ， 杂 合 度 为 0.86。 
1. 引物 序列 5'- GAT CGT GCC ACT GTA CC- 3 
5’ - CGC GTG TCT AAC CTC ATG GC -3 
2.PCR 反应 TE l0 EARP, AA l.5pmol 引物 wglg9B, 10pmol 引物 wgtg9A，1 
x PCR 缓冲 滚 〈 标 准 缓冲 液 )，0.5u Tag DNA RGW, RR DNA 10ng。 
3. WER C Imin, 62% 1min, 70C 2min， 循 环 18 Ke 


13.8 D75817 基因 座 


D7S817 基因 座 定 位 于 人 类 第 7 号 染色 体 ， 其 核心 序列 分 别 为 {ATCT) n。 在 107 名 成 
郁 汉 族 样 体 中 发 现 9 个 等 位 基因 ， 杂 合 度 为 0.738， 个 人 识别 率 为 0,.931; 在 101 名 东乡 族 
群体 中 发 现 8 个 等 位 基因 ， 杂 合 度 为 0.752， 个 人 识别 率 为 0.917; 在 106 名 回族 群体 中 发 
现 5 个 等 位 菇 因 ， 杂 合 度 为 0.755， 个 人 识别 率 为 0.895; 在 104 名 维吾尔 族 几 体 中 发 现 ? 
个 等 位 基因 ， 厅 合 度 为 0.779, 个 人 识别 率 为 0.930。 

1. 引物 座 列 57 -TIG GGA CCT CTT ATT TTC CA - 3' 

5' GGG TTC TGC AGA GAA ACA GA -3 

2.PCR 反应 2 ~ 40ng 基因 组 DNA，1 x Taq IPR, 1.5mmol/L MgCl, luTaq DNA 聚 
合 酶 ，150pmol/L dNTPs， 引 物 各 0.25pmolL， 反 应 体积 20plo 

3. 热 循环 参数 ”94 和 35s，56%4$s，72%55s，32 个 循环 。 


13.9 D7S820 基因 产 


D7S820 基因 座 定位 于 人 类 染色 体 7q11.21 -22， 和 核心 序列 为 GATA, CRH 9 个 等 位 
基因 (& 13 -6)， 核心 序列 重复 次 数 为 6 ~ 4, FHEARRA DAE 215 ~ 247bp。 
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表 13-6 D7S820 基因 座 等 位 基因 频率 
频 a F 
等 位 PE PÈ PERR 中 国 汉族 中 国 汉 放 中 国 汉族 中 国 回族 中 国 壮族 E AE 

_ 基因 E 汉族 d (a) (河北) (太原 ) (FE) OE) BA 黑人 

5 0007F D 9 Ü 0.002 0.002 

6 

7 0007 Q 0 0.0028 0.0049 0.0074 000 0.012 

Ñ 0.1233 0.1287 0.2026 0.2030 0.1397 0.1238 0.1165 0.1324 0.155 0.179 

9 0.0567 0.8042 0.1718 0.1716 0.0950 0.0842 0.0825 0.062 0.152 0.084 

10 0.1800 0.1535 0.1718 0.1716 0.1508 0.1634 0.1942 0.1765 0.295 0.351 

ll 0.3738 0.2970 0.2410 0.23410 0.3520 0.3069 0.3204 0.3971 0.195 0.235 

12 0.2200 0.2624 0.1846 0.1846 0.2151 0.2574 0.2524 0.1618 0.121 0.112 

13 0.0367 0.06593 0.0256 0.0256 0.0307 0.0594 0.019% 0.0515 0.057 0.019 

Jd 0.0017 0.005 0.0026 0.0033 0.00284 0.0050 0.0097 0.0074 0.012 0.007 

H 0764 0.791 0.8092 0.79 0.8350 0.30 0.76 

DP 0.9026 0.9260 0.9336 0.9238 0.9150 0.9032 

1. 引物 序列 5'- TGT CAT AGT TTA GAA CGA ACT AAC G-3' 
5’ — CTG AGG TAT CAA AAA CTC AGA CG- 3' 
2,PCR 反应 ”在 10ul 反 应 体系 中 ,含有 10mmol/L Tris- HC, pH 8.3, 50mmol/L KCL, 


1.5mmol/L MgCl, 200pmmoi/L dNTPs， 每 种 引物 1pmoəl, Tag DNA # GW O.3u, 模板 DNA 


30ng: 


3. 热 循环 参数 ”94%C 30s, 55% 75s，72%15$s，27 个 循环 ， 最 后 7201M 6min。 


13.10 D8s384 基因 座 


D8S384 基因 座 定位 于 人 类 第 8 号 染色 体 上 ， 是 一 个 由 《TAGA) n ARA E ME 
复 序列 。 它 最 初 作为 人 类 基因 组 序列 标签 (sequence tagged site ， `STS), Hi Utah 2: AÁ 25 38 
传 标记 工作 组 分 离 获得 ， 命 名 为 人 类 染色 体 8STS UT1205 (GenBank, L18535), D. Hi 8 
个 等 位 基因 ( 表 13-7)， 等 位 基因 片段 大 小 范围 为 204 ~ 232bp。 


表 13-7 B8S384 基因 座 等 位 基因 频率 







































































频 率 
等 位 基因 ”中国 汉族 中 国 汉族 EDIS E 中 国 壮 族 HAKA 中 国 藏族 中 国 蒙古 族 日 本 人 
_ JAO (吉林 ) (RA) 《广西 ) (aÑ) (PR) 【内 蒙古 ) 
5 0.0050 0.0098 0.0158 0 0.0052 — Q 0 0 
6 0.0202 0.0294 0.0053 D.0048 0 0.0109 0.0474 0.0084 
7 0.1616 0.1128 0.1526 0.2143 0.1510 0.2119 0.1579 0.1639 
8 0.4192 0.5098 0.4368 0.4095 0.4740 0.4620 0.2842 0.3740 
9 0.2920 0.2353 0.3105 0.2810 0.2917 0.2337 0.2684 0.3277 
lÜ 0.0859 0.0882 0.0737 0.0714 0.0677 0.0706 0.1737 0.0924 
" 0.0152 0.0147 0.0053 0.0199 0.0104 0.0109 0.0474 0.0336 
12 0 0. 0 0 0 0 ` 0.0210 0 
ZAE 0727 9.676 0.726 0.73 0.563 0.620 0.726 0.756 
DP 0.864 0.844 0.846 0.859 0.831 0.848 0.923 0.871 
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1. 引物 序列 S -TIT CTC AGT ATT CTA CAC AGG -3' 
5' ~ GTT CCT CTC TTC TIC TAC À G -3 
2.PCR 反应 反应 体积 为 37.5pl， 含有 2 ~ 4ng 基因 组 DNA, 1 x Tag 缓冲 液 ， 
1.5mmol/L MgCh, l60umol/L dNTPs, 1.5u Tag DNA RAM., FAHSH E 0.25pmol/L。 
3. 热 循 环 参 数 94% l1min, 60%; Imin, 72% 1min, 3830 5. 


13.11 D851132 基因 座 


D851132 基因 座 定 位 于 人 类 第 8 号 染色 体 上 ， 由 数 种 重复 序列 组 成 ， 是 较为 复杂 的 
SIRAHE, REFI HA (ICTA). CA (TCTA),. a (TCTG). (TCTA)。 片 段 长 度 
规律 地 按 Abp 递增 ， 等 位 基因 片段 大 小 为 134- 170hp。 等 位 基因 的 序列 组 成 见 才 13 -8。 


表 13-8 D8S1132 等 位 基因 命名 与 序列 组 成 








等 位 基因 命 俐 片段 长 度 序列 组 成 
7 16 134by {TCTAJSTCA (TECTA) TCTG TCTA 
17 138 bp {TCTAJsTCA (TETA) pTCTG TCTA 
{TCTA)GTCA (TCTA) TETA 
18 142 bp (TCTAYSTCA (TCTA) n TCTC TCTA 
CTCTA) 6TCA (TECTA); TCTA 
19 146 bp (TCTAJaTCA (TECTA) TCTG TCTA 
{TCTA)sTCA (TETA) o TETA 
20 150 bp (TECTA) TCA (TECTA) n TCTG TCTA 


(TCTA),TCA {TETA} TCTA 
CTCTAJ, PCA (TETA) y TC 

21 154 bp {TCTA) TCA (TECTA) TCTA 
{TCTA) TCA (TECTA) „TCTG TCTA 
{TCTA) TCA (TCTA) TCTG TCTA 

22 158 bp (CTCTA) oTCA (TCTAY TCTA 
{TCTA) TCA (TCTA)  TCTG TCTA 
{TCTA)s TCA (TECTA) O TCTG TCTA 


23 162 bp ‘(TCTA) TCA (TCTA); TCTA 
{TCTA) TCA (TCTA),TCTG TCTA 

24 166 bp CTCTA) TCA (TCTA), TCTA 

25 170 hp {TCTAD TCA (TECTA) TCTA 


1. 引物 序列 5' -GGC TAG GAA AGG TTA GTG GC — 3' 
5' CCC TCT CTC TTT CGA GCA AT -3' 
2.PCR 反应 ”25pl] 反应 体系 ， 洛 有 l0mmol/L Tris - HCL (pH 9.0), 30mmol/I. KCI, 
1.5mmol/L MgCL, 0.001% HRE, 0.1%Triton -X 100，10pg BSA, 100 umol/L dNTPs, $ 
种 引物 0,2pmol/L，Taq DNA 聚合 酶 lu，Chelex - 100 提取 的 模板 DNA 1 ~ 24l。 
3. 热 循 环 参 数 96% 2min Fi, 94% Imin, 61% Imn, 72T imin，30 个 循环 。 
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13,12 D8S1179 基因 座 


D8S1179 基因 座 定 位 于 人 类 染色 体 8， 核 心 序列 为 TCTR， 其 中 R pG 或 A 【早期 被 误 
认为 D6S502 AE), 已 查 出 12 个 等 位 基因 ， 一 些 群 体 符 位 基因 糯 率 见 表 13 - 9。 等 位 基 
因 片 段 长 度 范 围 为 162 ~ 206bp。 小 片段 等 位 基因 (162 ~ 178bp) 只 拥有 简单 四 核 车 酸 TC- 
TA 重复 序列 ， 而 较 大 等 位 基因 (182. 202bp) 含有 TCTA 和 TCTG 二 个 四 核 车 酸 组 成 的 复 
合 重复 单位 ,测序 证 明 等 位 基因 了 宁 或 3 端 没 有 序列 变异 ， 各 等 位 基因 重复 单位 序列 如 下 表 
































13 - 10。 
表 13 -9 D851179 基因 座 等 位 基因 频率 
频 I 率 
等 位 基因 加 汉族 中 国 汉族 ”中 国 汉 族 中国 汉族 ”中 国 汉族 ”美国 白人 美国 黑人 
(北京 ) {成 都 ) 重庆) 
8 0.0017 0.000 0 .0066 0.0175 0.000 
9 0.0017 0.0017 0.0000 0.010 0.0051 
10 0.1200 0.0883 0.1130 0.0881 0.0800 0.0308 
T 0.0900 0.0567 0.0644 0.0830 0.0639 0.0625 0.0436 
12 0.1050 0.1033 0.1237 0.1330 0.1278 0.1425 0.1051 
13 0.2100 0.2683 0.1089 0.1840 0,2313 0.3475 0.1974 
14 0.1967 0.250) 0.1386 0.1930 Q. 2048 0.1875 0.3333 
15 0.1833 0.1733 0.2079 0.2060 0.1674 0.1300 0.2103 
16 0.0683 0.0550 0.1931 0.0780 0.0959 0.0200 0.0641 
17 0.0217 0.0017 0. 1040 0.0080 0.0132 0.0025 0.0103 
18 0.0033 0.0396 0.0020 
19 0.0198 
杂 合 度 0.8367 0.8121 0.91 0.8310. 0.8106 
DP 0.9642 0.9666 0.94 0.9540 0.9562 
13-10 D851179 等 位 基因 重复 序列 
Sirk 重复 序列 
8 (TECTA); 
9 (TCTA YS 
10 (TCTA Jo 
11 (TCTA), 
12 (TCTA), 
13 TCTATCTG 〔TCTA) 
14 CTCTA),TCTC (TECTA) 
15 (TCTA),TCTG (TCTA), 
16 (TCTA)MTCTG (TETA); 


{TCTAY, (CTCTG) 2 (TCTA)a 
(TCTA);,TCTG (TCTA)s 
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1. 引物 序列 5'- TTT TTG TAT TIC ATG TGT ACA TIC G-3' 
5°- CGT AGC TAT AAT TAG TTC ATT TTC -3 
2.PCR 反应 20a 反应 体系 ， 售 有 l0mmo/L Tris- HC] {pH 9.0), 50mmol/1, KC], 
x 1.5mmol/L MgCl, 0.001% KHR, 0.1% Triton- X 100, l0ag BSA, 200 pmol/L dNTPs, $$ 
种 引物 12 pmol, Tag DNA 聚合 酶 0.5u， 模 板 DNA Sng。 ` 
3. WIEME 95% Imn, 59% Imin, 72% 1min 20s, 32 个 循环 。 
在 实际 案件 中 材料 分 型 时 ， 偶 有 发 现 PE 公司 Profiler plus HAAT D8S1179 基因 座 出 
现 等 位 基因 丢失 ， 形 成 一 个 无 效 基 因 的 现象 ， 推 测 原 因 可 能 是 模板 DNA 的 引物 结合 部 位 
发 咎 了 点 突变 ， 影响 了 PCR 中 的 退火 过 程 。 分 机 中 根据 峰 面 积 到 断 成 重新 设计 引物 序列 ， 
可 以 消除 此 现象 。 


13.13 D10S1213 基因 座 


D10S1213 基因 座位 于 人 类 第 10 号 染色 体 上 上， 核心 序 州 为 CTTC， 频 举 见 表 13 - 11. 
表 13-11 DOSIL 基因 座 等 位 基因 频率 











等 位 基因 入 ¥ - 
中 国 汉族 【成 都 ) FARS (HA) 
6 0.090 OM 
8 0.045 0.040 
9 0.527 0.364 
10 0.195 0.308 
11 0.136 0.172 
12 0.036 0.010 
[3 0.027 0.071 
14 0.018 0.020 
15 0.005 0.005 
杂 合 度 0.664 0.657 
DP 0.836 0.882 
CE 0.374 0.364 


L. 引物 序列 5'- CTA CAG ACA AAC CCA CTG GC — 3' 
5'- AGA GAG AAG GAA AGA AAC AAA GG — 3' 
2.PCR 反应 RAER 20u, 模板 DNA2 ~ dng, 引物 0.1pmol/L，dNTP 200umol/L, Taq 
DNA M 1.25u 和 MgCl, 1.5mmolL。 l 
3. 热 御 环 参 数 94% 35s, 58% 30s, 72% 55s, WI 31 个 周期 ， 最 后 72 和 延伸 5min。 


13.14 D1051432 基因 座 


D10S1432 基因 座位 于 人 类 第 10 导 染 色 体 于， 核心 序列 为 ATTC 或 ATCT。 基 因 频 率 分 
布 见 13 -12。 
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表 13 - 12 D1051432 基因 座 等 位 基因 频率 

















等 位 基因 — Ë a 
中 国 汉族 《成 部) FARSI (HR) _ 

12 0.050 0.051 _ 

13 0.177 0.172 

14 0.332 0.389 

15 0.414 0.359 

16 0.027 003 

条 合 度 0.664 I 0.737 

DP 0.827 0.820 

CE 0.374 0.488 _ 





1. 引物 序列 5'- CAG TGG ACA CTA AAC ACA ATC C-3' 
-TAG ATT ATC TAA ATG GTG GAT TTC C - 3' 
2. PCR 反应 应 体系 20u, 模板 DNA 2 ~ dung, 引物 O.lpmol/L, dNTP» 200umol/L, 
Taq PNA 酶 1.25u h MgCl, 1. 5mmol/ L, 
3. WAMA 94% 35s, 58% 30s, 72% 55s, 31 个 循环 ， 最 后 72%Smin。 


13.15 D1032325 # A Æ 


D10S2325 基因 座 定 位 于 人 类 10 号 染色 体 , 核心 序列 为 TOTTA, 已 检 出 11 个 等 位 基 
因 ， 等 位 基因 片段 长 度 为 113 ~ 163bp。 

1. 引物 序列 5 -CIC ACG AAA GAA GCC TTC TG — 3' 

- GAG CTG AGA GAT CAC GCA CT - 3" 

2.PCR 反应 在 10 岂 反应 体系 中 ， 人 富有 10mmolL Tris- HC (pH 8.3), 50mmol/L KCI, 
1.5mmol/L MgCl, 200ummol/L dNTPs， 每 种 引物 lpmol，Taq DNA R AB 0.3u, Hik DNA 
30ng。 

3, WERNER MT 30s, 55% 75s, 72C HEH 15s，27 个 循环 ， 最 后 72 和 保温 6min。 


13.16 D12S375 基因 座 


D12S375 基因 座 定 位 于 12 号 染色 体 ， 核 心 序列 为 TATC， 在 中 国 汉 族 中 共 发 现 5 个 等 
位 基因 (频率 分 布 见 表 13 - 13)， 等 位 基因 片段 大 小 为 184 ~ 200bp。 


表 13-13 D12S375 MARŞ i EAE 




















频 率 

等 位 基因 TAHAA 
T3 — O.1905 

14 0.0810 

15 0.4714 

16 0.2000 

17 0.0571 

PEN 0.69 


DP 0.82 
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1. 引物 序列 5-TIGE TIG AGG GTC TIT CTC CA - 3 
5' - TT TCT TAT TTG GAA TAA CCC -3 


2.PCR 反 应 


20pl 反应 体系 ， 含 有 : 模板 DNA 2 ~ 40ng，Taq DNA R&A 0.25u, 


dNTPs 3.5ul (4 dNTPs 0.6umol) 1.25pmol/L 引物 ，10 x PCR 缓冲 液 ?2 由， 无 菌 水 11.75pl。 


3. 热 循环 参数 94C5min Ji, 94% 45s, 58%; 30s, 72% 30s, 30 个 循环 ，72 和 保持 


Smin o 


13.17 D12539] 基因 座 


D12539] 基因 座 定 位 于 人 类 12 号 染色 体 ， 核 心 序列 为 (AGAT)y (AGAC)y (AGAT), 
14 ~ 28 个 重复 ， 等 位 基因 片段 长 度 为 205 ~ 265bpp。 等 位 基因 重复 区 域 序列 结构 见 表 13 - 
14。 等 位 基因 频率 见 表 13 - 15。 


表 13-14 D125391 基因 座 序列 结构 





















































等 位 基因 重复 结构 22 ...... (AGAT)a (AGAC), (AGAT), 

15...... (AGAT); (AGAC), (AGAT n (AGAT)! (AGAC), 

16...... (AGAT); (AGAC); (AGAT) — (AGAT) (AGAC). (AGAT), 

等 位 基因 “重复 结构 23 ...... (AGAT) a (AGAC); (AGAT) 
una (AGAT), (AGAC), (AGAT), . (AGAT), (AGAC), 
~ .CAGAT)Is (AGAC) 7 (AGAT), 

17...... (AGAT)o (AGAC (AGAT) 1 (AGAT), (AGAC)u (AGAT), 
eeo (AGAT), (AGAC); (AGAT); 34 ...... (AGATha (AGAC), (AGAT) 

: . (AGAT (AGAC); (AGAT) > U _...... (AGAT)a (AGAC), (AGAT) 
l8...... (AGAT); (AGAC) (AGAT) > ...... (AGAT); (AGAC) (AGAT), 
...... (AGAT) (ACAC) (AGAT), . LAGAT) (AGAC) 

19...... (AGAT) (AGAC); (AGAT); -+ - CAGGT) (AGAT) a (AGAC) (AGAT), 
i. (ACATY I (CACAC)Y, (AGAT) 她 (AGAT) (AGAC) (AGAT); 
E CACAT),, (AGAC), (AGAT), <2... (AGAT); (AGAC) (AGAT); 

一 -一  _...... (AGAT), (AGAC) 

20...... (AGAT) (AGAC) (AGAT) (ACCT), (AGAT) (AGAC), (ACAT), 
en (AGAT)2 (AGAC) (AGAT), ....... (AGGT) (AGAT) s (AGACIS(AGAT) 
eee (AGAT) (AGAC) 26 ...... (AGAT); (AGAC), (AGAT), 

. (AGAT) (AGAU); 27...... (AGGT)1 (AGAT)I6(AGAC)9( AGAT)31 

21 ...... (AGAT), (AGAC), (AGAT) 28...... (AGAT) (AGAC), (AGAT), 


. CAGAT)n (AGAC) 


(AGAT) a (AGAC); (AGAT) 
(AGAT) ıı (AGAC) w 
CACAT) u (AGAC); 
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表 13-15 D125391 基因 座 等 位 基因 频率 














等 位 基因 一 - 频 * 
中 国 汉 族 ”中 国 汉族 《武汉 ) ”日 本 人 HA 德国 人 

14 
15 0.004 0.0096 0.063 0.028 
16 0.009 0.0024 0.01 0.025 7 0.02 
17 0.052 0.0649 0.09 0.127 0.117 
17.3 0.022 
18 0.191 0.2139 0.295 0.196 0.186 
18.3 0. 009 
19 0.255 0.2019 0.22 0.111 0.137 
19,3 0.009 
20 0.189 0.1659 0.135 D.098 0.113 
21 0.128 0.1394 0.075 0.123 0.137 
22 0.086 0.1154 0.04 0.098 0.105 
22.3 0.003 
23 0.05 0.0409 0.035 . 0.076 0.093 
4 0.025 0.0361 0.01 0.025 0.057 
25 0.009 0.0096 0.045 0.009 0.004 
26 0.002 0.02 0.003 0.004 
27 0.005 
28 0.005 

打 侣 度 0.847 0,9842 0.85 0.85 0,895 
DP 0.95 0.9523 0.95 0.97 0.97 
PIC 0.8273 


1. 引物 序列 5'- AAC AGG ATC AAT GGA TGC AT- 3' 
5' — TGG CTT TTA GAC CTG GAC TG-3' 
2.PCR 反 应 ”在 50p1 反应 体系 中 ， 含 有 50ng DNA, 10mmol/L Tris ~- HCI, pH 9.0, 
SOOmmol/L KCi，15mmol/L MgCl，img/ml 白明 胶 2 由 ，200pmolML dNTPs， 每 种 引物 
0.5pmol/L，Taq DNA RAM lus 
3. 热 循环 参数 ”94TCi0min Jt. 94C45s, 56C1lmin, 72C7min, PFP 30 K, 


13.18 D13S317 基因 座 


D13S317 基因 座 定位 于 人 类 染色 体 13q22 - qg31， 核 心 序列 为 ACAT, 已 检 出 9 个 等 位 
基因 ， 核 心 序列 重复 次 数 为 7 ~ 15， 等 位 基因 片段 长 度 大 小 范围 为 165 ~ 197bp， 频 率 见 表 
13 ~ 16% 





HMH 
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表 13-16 D75820 基因 座 等 位 基因 频率 
频 率 
等 位 pA 中 国 中 国 汉族 中 国 汉族 中国 汉族 中 国 汉族 中 国 汉族 中 国 回族 中 国 壮族 2E 美国 
基因 ”汉族 n de GER) (KE) (河北 ) (KE) (PE) (GD ËA 黑人 
7 0.005 0.0033 0.0028 0.0050 0 HI 0.0149 0.002 
& 0.2682 0.2733 0.3604 0.3604 0.2673 0.2933 0.2736 0.2233 0.2612 0.143 0.033 
9 0.1273 0.150 0.1599 0.1599 0.1238 0.156 0.1965 0.1602 0.2164 0.052 0.019 
10 0.1500 0.140 0.1066 0.1066 0.1485 0.1453 0.1567 0.1065 0.1791 0.052 0.026 
11 0.2591 0.2467 Ọ.1701 0.1670 0.2574 0.1872 0.1940 0.3107 0.1940 0.305 0.309 
12 0.1682 0.140 0.1675 0.1670 01733 0.4704 Al418 0.1262 0.0970 0.407 0.414 
13 0.2270 0.035 0.0279 0.0281 J.0248 0.0363 0.0249 0.0485 0.0373 0.083 0.149 






































14 0.0045 0.010 0.0076 0.0077 0.0050 040084 0.0075 0.014 0.057 0.049 
H 0.793 0.837 0.7774 0.79 0.7910 06.76700 0.7761 0.71 0.69 
DP 0.9259 0.928 0.9183 0.9149 0.9332 0.9192 0.9157 


1. 引物 序列 5- ACA GAA GTC TGG CAT GTG GA -3' 
o 5' - GCC CAA AAA GAC AGA CAG AA -37 
2.PCR 反应 在 10 反应 体系 中 ， 舍 有 l0mmol/L Trs- HCl, pH 8,3, 50mmol/E KCI, 
1.5mmol/L MgCh, 200pmmol/L dNTPSs， 每 种 引物 1pmol，Taq DNA 聚合 酶 0.3u， 模 板 DNA 
30nge 
3. 热 循 环 参 数 94C 30s, 55% 75s，72%15s，27 个 循环 ， 最 后 72 和 保温 6min。 


13.19 D13S325 基因 座 


D135325 基因 座 定位 于 人 类 13 号 染色 体 (GDB: 6867720， 核 心 序列 为 &AGAT， 巴 检 出 
等 位 基因 7 个， 片段 大 小 为 211 ~ 235bp。 
1. 引物 序列 5- TCC TIT AAG TGT TCT AGA GAG GAG G — 3 
5' - TCT CTC TCA GAA GTT TGG AAG C-3' 
2.PCR 反应 在 10 岂 反应 体系 中 ， 含 有 l0mmol/L Tris- HC, pH 8.3, 50mmol/L KCI, 
1.5mmol/L MgCl ，200pmmol/L dNTPs， 每 种 引物 Ipmol, Tag DNA 聚合 酶 0.30， 模 板 DNA 


30ng。 
3. 热 循环 参数 ”94 和 30s, 55% 75s，72 守 15s，27 个 循环 ， 最 后 NCHA 6min。 


13.20 D16S539 基因 座 


D16S539 基因 座 定位 于 人 类 染色 体 16q24qter， 核 心 序 列 为 AGAT, 已 检 出 7 个 等 位 基 
因 ， 核 心 序列 重复 次 数 为 5，8 ~ 15， 等 位 基因 片段 长 度 大 小 范围 为 264 ~ 304bp, AELE 
13 - 17。 
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表 13-17 D165539 # EI F£ % yr 3£ EE] 30 E 




















Ezi 率 
等 位 基因 “中 国 汉族 “中 国 汉族 “中 国 汉族 中 国 汉族 aay 中 国 灶 族 EHA ŽERA 
北京) {河北 》 {太原} 广西 ) 

5 0.002 
7 0.1485 
8 0.0139 0.0405 0.0112 0.0149 0,0634 0.026 0.023 
9 0.3102 0.3046 0.2849 0.3020 — 00048 0.2132 0.0 0.205 
10 0.1157 0.1218 0.1006 01039 0.0297 0.1397 0.079 0.093 
u 0.2500 0.1980 0.2598 0.264 D04 0.2721 0.319 0.316 
12 0.199] — 0.236 0.2123 0.1980 — 038 02353 0.269 0.202 
13 0.1065 0.0838 0.1285 0.100 0.2922 0.1250 0.167 0.133 
14 0.0046 0.0152 0.0028 0.0050 0.0347 0.0147 0.031 0.026 
15 0.000 0.0198 0.002 

AAE 0.65 0.78 0.839 0.8382 — 0.73 0.78 
DP 0.9153 0.9263 0.9109 0.9131 


1. 引物 序列 5'- GAT CCC AAG CTC TTC CTC TT -3 
5' - ACG TTT GTG TGT CCA TCT CT -3 
2.PCR 反应 在 10xl 反 应 体系 中 ， 含 有 1l0mmolL Tris- HCl, pH 8.3, 50mmol/L KCI, 
1.5mmol/L MgCl, 200pmmol/L dNTPs， 每 种 引物 lpmol, Tag DNA Æ 4r M 0.3u， 模 板 DNA 
30ng。 : 
3. 热 循 环 参 数 94% 30s, 5575s, 72C15s, 27 个 循环 ， 最 后 72 C BL 6mine 


13.21 D17S976 基因 座 


D17S976 ÆA (GDB G00 - 250 - 233) 为 一 复合 STR， 含 有 ATCA, ATCT 和 ACCT 重 
复 单 位 。 在 最 小 和 最 大 等 位 基因 中 发 现 有 ATC 三 核 苷 酸 ， 重 复 区 域 序 列 结构 见 表 13 - 18. 


3 13-18 D179976 基因 座 重 复 区 域 序列 

等 位 片段 
基因 KX ij 
19.3 236bp (ATCA),- (ATCT), - ATC — (ATCT), - T- (ATCT) ~ ATCCT— ( ATCT), 
21 241 (ATCA), - (ATCE)o - T- ( ATCT) ~ ATCCT - (ATCT); 
21.3 244 (ATCA),- (ATCT), - ATC - ( ATCT), - T- (ATCT) — ATCCT- ( ATCT) o 
22 245 (ATECA), - (ATCT) - T- (ATCT) - ATCCT- (ATCT) 
233 249 (ATCA) -ATCT) - T- (ATCT) ~ ATCCT - (ATCT) o 

(ATCA) — ( ATCT} - T- (ATCT) - ATCCT - (ATCT) 
24 253 (ATCA); - (ATCT), - T- (ATCT) - ATCCT - (ATCT); 
25 257 (ATCA), - (ATCT); - T- (ATCT) - ATCCT - (ATCT); 
26 261 (ATCA), - (ATCT) - T- (ATCT) - ATCCT - (ATCT) 
M 265 (ATCA) - (ATCT) „~ T- (ATCT) - ATCCT - (ATCT) n 
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27.3 268 (ATCA),- (ATCT); - ATC - (ATCT) — T- (ATCT) — ATCCT — (ATCT), - (ACCT) - (ATCT); 

28.3 272 (ATCA) — (ATCT); — ATC - (ATCT); = T = (ATCT) - ATCT - ( ATCT), - (ACCT) — {ATCT}; 
29.3 276 (ATCA), — (ATCT), - ATC - (ATCT) — T — (ATCT) -ATCCT- ( ATCT), ~ (ACCT) - (ATCT) o 
30.3 280 (ATCA); ~ {ATCT}; - ATC — (ATCT); - T- (ATCT) - ATCCT- (ATCT), - {ACCT} = (ATCT) w 
31.3 284 (ATCA), ~ (ATCT), - ATC - (ATCT) ~ T~ (ATCT) - ATCCT — ( ATCT); = (ACCT) - (ATCT) 
32.3 288 (ATCA); ~ (ATCT); - ATE - (ATCT) - T- (ATCT) - ATCCT - (ATCT) — (ACCT) - (ATCT) p 


1. 引物 序列 5'- ATA TGC CAC CAC TGG TT - 3' 
5' — TGG TAG CAT GCA TCT CTAGTC C -3' 
2.PCR 上 反应 ”25pl 反应 体系 ， 信 有 l0mmol/L Tris- HCE (pH 9.0), 50mmal/L KCI, 
1.5mmol/ MgCl, 0.001% MBARE, 0.1% Triton- X 100, l0pg BSA, 200 pmol/L dNTPs， 每 
种 引物 O.4umol/L, Taq DNA RAE 05u, Hi8 DNA 5ng。 
3. HIRIE 4U Imin, 66C Imin, 72% 2min, 6 CHIR, 93 Imin, 65€ 1min, 
72% 2min, 6 AMEI, 93% Imin, 63% 1min, 72% 2min, 18 个 循环 。 


13.22 D18551 基因 座 


D18S51 基因 座 定 位 于 人 18 号 桨 色 体 ， 核 心 重复 序列 为 四 核 背 酸 AGAA， 已 检 出 21 个 
等 位 基因 ， 等 位 基因 片段 长 度 范围 为 271 ~ 343bp， 其 中 18 个 等 位 基因 按 一 个 四 核 背 酸 重 
复 单 位 递增 , 另 三 个 等 位 基因 (片段 长 度 为 289，293，297bp) 只 增加 2bp， 而 不 是 增加 
4bp， 这 三 个 等 位 基因 的 第 一 个 四 核 背 酸 3' 端 旁 侧 序 列 有 变化 ， 育 一 个 二 核 背 醒 AG 的 插 
A ( 表 13-~19)， 当 这 种 插入 发 生 在 含有 许多 AT 二 核 苷 酸 囊 联 重复 时 就 不 知道 这 种 插 人 
发 生 的 正确 位 置 ， 这 种 变异 的 3' 旁 出 可 能 是 由 于 重复 单位 的 第 一 个 四 核 苷 酸 A - G 的 转化 
(AAAC- AGAG) 造成 的 ， 这 种 突变 的 发 生 可 能 是 通过 滑动 不 匹配 引起 的 。 根 据 国际 法 医 
DNA 委员 会 傅 名 涯 则 ， 以 “,2” 方 式 反 肌 出 这 2 个 bp， 因 此 这 三 个 等 位 基因 命名 为 13.2， 
14.2，15.2， 这 种 情况 与 FGA 基因 座 相 似 。 表 13 - 20 为 等 位 基因 频率 。 


8 13- 19 等 位 基因 序列 结构 【M.D.Barbcr，1996) 








等 位 基因 等 位 基因 大 小 重复 序列 33948 F 31 

9 271bp (AGAA) 9 AAAG AGAGAG 
10 275bp (AGAA) 10 AAAG AGAGAG 
11 279bp (AGAA) 11 AAAG AGAGAG 
12 283bp (AGAA) 12 AAAG AGAGAG 
13 287bp (AGAA) 13 AAAG AGAGAG 
13.2 289bp (AGAA) 13 AGAGAGAGAGAG 
l4 291 bp (AGAA) 14 AAAG AGAGAG 
14.2 293bp (AGAA) 14 AGAGAGAGAGAG 
15 295bp (AGAA) 15 AAAG AGAGAG 
15.2 297bp (AGAA) 15 AGAGAGAGAGAG 
16 299bp (AGAA) 16 AAAG AGAGAG 


17 303bp (AGAA) 17 AAAG AGAGAG 
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Ak 

18 307bp (AGAA) 18 AAAG ACAGAG ` 
19 311bp CAGAA) 19 AAAG AGAGAG 

20 315bp (AGAA) 20 AAAG AGAGAG 

21 319bp (AGAA) 21 AAAG AGAGAG 

22 323bp (AGAA) 22 AAAG AGAGAG 

23 327bp (AGAA) 23 AAAG AGAGAG 

24 331bp (AGAA) 24 AAAG AGAGAG 

26 339bp (AGAA) 26 AAAG AGAGAG 

27 343bp (AGAA) 27 AAAG AGAGAG 





$ 13-20 D185S51 基因 座 等 位 基因 频率 
频 率 Bi 
等 位 基因 中 国 汉族 中 国 汉族 中 国 汉族 HENK 美国 白人 美国 黑人 
(北京 ) ”重庆 ) 

















10 0.0023 I 0.0050 0.0051 
10.2 0.0051 
ll 0.0070 0.0017 0.0020 0.0200 0.0154 

12 0.0444 0.035 0.0383 0.0260 0.1425 0.0564 
13 0.2126 0.2135 9.1800 0.1870 0.1500 0.0410 
13,2 0.0083 0.0090 0.000 0.0051 
14 0.2093 0.1817 0.2200 0.1760 0.1675 0.0667 
14.2 : 0.0090 0.0051 
15 0.1682 0.1967 0.1800 0.1900 0.1425 0.1769 
15.2 0.0020 

16 0.1355 9,1183 0.1100 0.1500 0.1400 0.174 
17 0.0584 0,8330 0.0867 0.0820 ©. 1050 0.1641 
18 0.0444 0.0467 0.0550 0.0460 0.0600 0.1103 
19 0.0467 0.0400 0.046? 0.0580 0.0375 0.1026 
20 0.1636 0.0217 0.0267 0.0170 0.0150 0.0487 
21 0.0327 0.0333 0.0267 0.0190 0.0100 0.0103 
22 0.0164 0.0200 0.0117 0.0100 0.0025 0.0103 
23 0.0094 0.0017 0.0017 0.0100 0.0025 0.0026 
24 0.0023 0.0050 0.0050 0.0030 

25 | 0.0030 

26 0.001? 0.0017 

RER 0.8551 0.8667 0.8603 0.8300 

DP 0.9603 0.9615 0.9818 0.9610 


1. 引物 序列 5- CAA ACC CGA CTA CCA GCA AC- 3' 
5' - GAG CCA TGT PCA TGC CAC TG- 3' 
2.PCR 反应 20a 反应 体系 ,， 售 有 l0mmol/L Tris - HCE (pH 9.0), 50mmol/L KCL, 
1.5mmol/L MgCl, 0.001% Ë BEX, 0.1% Triton- X 100, 10pg BSA, 200 mmol/L dNTPs, #& 
种 引物 8pmol, Taq DNA RAFFO. 8u, ES DNA Sng。 
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3. HIRIEK 94% min, 59 和 lmin，72 和 Imn，28 个 循环 。 
13.23 D18S535 基因 着 


0185535 基因 座 (M.V.Lareu, 1998) 定位 于 人 类 染色 体 18 (GenBank; GOO — 208 - 
299) ， 核 心 序列 为 GATA， 在 加 利 西 亚 人 已 检 出 8 个 等 位 基因 ， 片 段 大 小 为 130 ~ 158bp。 

1. 引物 序列 5'- TCA TGT GAC AAA AGC CA AC-3 (5 -末端 用 荧光 标记 ) 

5S'- AGA CAG AAA TAT AGA TCA CAA TCC À - 3 

2.PCR EMER 50d 反应 体系 ， 含 有 10mmol/L Tris - HC! (pH 8.3), 50mmol/L KCI, 
1.5mmol/L MgCl, 0.001% HHBE, 0.1% Triton - X 100，200umol/L dNTPs， 每 种 引物 
0.25umol/L, Tag DNA RA 88 1.25u， 模 板 DNA Sng。 

3. 热 循 环 参 数 由 乞 变 性 45s, 60 C1lmin，72 宛 1min，30 个 循环 。 


13.24 DI8S849 基因 座 


D18S849 时 因 座 定位 于 人 类 染色 体 18q12 - q21， 已 检 出 9 个 等 位 基因 ， 等 位 基因 片段 
长 度 大 小 范围 为 93 ~ 133p, EEA 0.758, EHRE 0,539, 

1. 引物 序列 5-ACGTCCCAG CCA TAT AGA CG — 3' 

5'- GCC CTA GAA CCA GGG ATT AA -37 

2.PCR 上 反应 体系 ”在 10 反应 体系 中 ， 含 有 lOmmol/L Tris- HCL (pH 8.3), 50mmol/L 
KCI, 1.5mmol/L MgCl,, 200ummol/L dNTPs， 每 种 引物 1pmol, Tag DNA REW 0.3u, ESE 
DNA 30ng。 

3, 热 循环 参数 94% 30s, 55% 75s, 7215s, 27 个 循环 ， 最 后 72 和 保温 6min。 


13.25 Dt9s253 W A Æ 


D95253 基因 座 定 位 于 19 号 人 人 染色体， 核心 序列 为 GATA， 已 检 出 10 个 等 位 菇 六， 等 
位 基 央 片段 大 小 为 209 ~ 245bp。 表 13 - 21 为 D19523 基因 座 等 位 基因 频率 。 


表 13-21 DI9S253 基因 座 等 位 基因 频率 




















等 位 基因 3 率 . 
FANE ORM) HE (MD 中 国 壮族 

7 0,1714 Ü 0.1485 

5 0.0714 0, 124 0,0643 

y 0.0000 0.019 0.0048 

10 0.0333 0.014 0.0297 

11 0.0952 0.005 0.094 

12 0.3000 0.152 0.3118 

13 0.1810 0.286 0.2922 

14 0.1334 0.262 0.0347 

15 0.0143 D. 109 0.060198 

16 0.029 _ 
H 0.76 0.8353 0,8390 

DP 0.82 0.9211 0.9109 


PE 0.7499 0.8367 
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1. 引物 序列 5’ -ATA GAC AGA CAG ACG GAC TG — 3' 
5'— GGG AGT GGA GAT TAC CCC 下 -3 
2.PCR 反应 体系 ”30pl 反应 体系 ， 合 50mmol/L KC, l0Ommol/L Tris- HCL (pH 8.3), 
1.5mmolL MgCl，dNTPs 20pmol/L, 0.50 Tag DNA RAEE, WA DNA 2ul (5 ~ 10ng) ， 每 种 
引物 0.1pmolZL。 
3. 热 御 环 和 参数 95T 2min， 然 后 94% 60s, 60% 60s, 72% 60s， 循 环 30 次 。 最 后 
TAE 10min。 


13.26 D19S400 基因 座 


D19S400 上 因 座 定位 于 人 人类 第 19 与 染色 体 ， 核 心 序列 为 (GATA) n, 已 检 出 11 个 等 
位 基因 ， 等 位 基因 片段 大 小 为 185 ~ 225bp 之 同 ， 等 位 基因 群体 分 布 频率 见 表 13 - 22。 
表 了 -22 D19S400 基因 座 等 位 基因 频率 
频 率 























让 中 国 汉族 中 国 汉族 中 国 汉族 中 国 藏族 中 国 白族 TEHER 中 国 蒙古 族 HEA FA 
{成都} OAD (吉林) GEE) (KH) (TT) 

7 0.0051 0.0042 

0.005 0.0085 0.0104 
9 0.228 0.1786 0.2071 0.1966 0.1477 0.1932 0. 1044 Q. 204 0. 1043 
10 0.0227 0.0357 0.0354 0.0613 0.0511 0.0739 0,0714 0,0636 ü, 0469 
11 0.0519 > 0.1971 9.0707 0.0562 0.0739 ` 0.0682 0.0659 0.0890 0.0729 
12 0.3442 0.3051 0.3030 0.3596 0.3693 0.2273 0.3242 0.3136 0.16567 
15 0 .1494 0.1582 D. 18369 0.173 0.1477 C. 1307 0.1923 0.1059 0.1510 
l4 0.0942 0.0765 9.0859 0.0393 . 0.0398 0.0625 0.1209 0.0466 0.1667 
15 0.06582 0.0714 0. D707 0.1124 0.0739 R.1307 0.0879 0.1059 0.1719 
16 ,0455 0.0459 0.0404 0.0112 0.0795 0.0852 0.0275 0.0169 0.0938 
17 0.0032 0.0102 0.0056 0.04170 . 0284 0.0055 0.0156 
H 0.75 0.77 0.78 0.89 0.75 0.81 D.81 0.84 9.88 
DF 0.9301 0.9482 0.9394 0.9382 0.9525 0.9439 0.9480 Ü. 9664 0.9664 


CE 0.6057 0.6586 0.6320 0.5974 0.6268 0.71 0.6447 0.6582 0.7257 


1. 引物 序列 5- CGG TAT GTC TTT ATC AGC AG — 3’ 
5’ — ATG ACA GCT CTA GGA AGG C-3' 
2.PCR 反 应 体系 2 ~ 40ng 模板 DNA，1.25u Taq DNA Æ € ø, dNTPs 20umol/L, 
0.25pmolxL 引物 ，1 x PCR AR. 
3. 热 循环 参数 ”94 乞 变性 Smin ji, Æ 72 乞 条 件 下 加 引物 ，dNTPs 和 Tag DNA 聚合 酶 。 
循环 条 件 ， 94% Imin, 58% lmin，72% 2min, 35 个 循环 后 在 72 和 保持 5min。 





13.27 D20S161 基因 座 


D20S161 基因 座 定位 于 人 20 号 染色 体 , BAJTI (TAGA, TAGG) n, 序列 为 CC- 
CTTIC AACTTGCATG CTTTAATGAT AAAGAAATAC GOCTCTACAA AAGTITAAGTC ATTTGTC- 
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CAC CATGACA ( TAGA )m ( TAGG ), ( TAGA ), TGGAATA AATGATTATA GGGCAAT- 
CAACCAGTTGGAAGGA， 共 有 8 TEMER. Bika AARLE 13 - 23。 
$ 13-23 D20516 基因 座 等 位 基因 频率 
频 率 























等 位 “中国 汉族 中国 汉 族 FENE PHAR PHAR FHRA MFE ”德国 大 
基因 (成 都 ) (UM) GD RP) (AB) B 

14 u 

16 0.0491 0.0368 0.0657 0.0220 0.309 0.0459 0.0500 0. p200 
17 0.2254 0.2947 0.1970 0.1813 0.2216 Q. 1429 0.200 0,1750 
15 0.3237 0.3421 0.4040 9.4835 0.3763 0.4184 0.3550 0.5100 
19 0.1532 0.1421] 0.0909 0.1099 0.1598 0.1326 0.1850 0.2050 
20 0.1301 0.1369 0.1253 0.1429 9.1185 0.17836 0.1300 0.0600 
21 0.0983 0.0421 0.1910 0,0439 0.0928 0.0612 0.0550 0.0250 
22 0.0202 0.0053 0.0151 0.016865 (1.0204 09.0250 0. 050 
H 0.7514 0.7368 0.7273 0.7253 0.8041 0.6531 0.7600 0.7300 
Dp 0.9275 0.9919 0.9124 0.8741 0.9083 0.9062 0,9192 0.83427 
CE ù, 5973 0,5337 0.5596 0.4817 0.5489 0.5450 0.5758 0.4287 


1. 引物 序列 5'- CCC TIT CAA CTT GCA -3' 
5' - TCC TTC CAA CTG GTT CAT- 3' 
2.PCR 反应 条 件 25u 反应 体系 ,会 50mmol/L KC, IOmmol/L Tris- HCL (pH 8.3), 
1.5mmol/L MgC1,, 150umol/ L ANTPs, lu Tag DNA 聚合 酶 ，5 ~ 10ng 模板 DNA，0.25pmol/L 
引物 。 
3. 热 循环 参数 94% 60s, 60C60s, 72 的 s， 循 环 32 次 。 


13.28 D20S470 基因 座 


D20S470 基因 座 (GDB: 686139) 定位 于 人 类 20 号 染色 体 ， 重 复 序 列 为 TTCC, 已 检 
出 12 个 等 位 基因 ， 片 段 大 小 为 277 ~ 321bp (Dong Hoon Lee, 1998), 

1. 引物 序列 5'- CCT TGG GGG ATA TAG CCT AA -3' 

5' TGA GTG ACA GAG TGA TAC CAT G-7' 

2.PCR 反应 体系 ”在 10u 上 反应 体系 中 ,含有 lOmmol/L Tris - HC] (pH 8.3), 50mmol/L 
KCI, 1.5mmol/L MgCl ，200pmmolZL dNTPs, 1pmo 引物 1，0.3u Tag DNA RA, IOng 模板 
DNA, 

3. 热 循环 参数 94% 30s, 55% 75s，725 延 伸 15s, 27 个 循环 ， 最 后 72 CIR 6min。 


13.29 D21511 基 国 座 


D21S11 基因 座 定位 于 人 类 第 21 ERE, BETIA TCTAZTCTG, 已 检 出 22 个 等 
位 基因 ， 等 位 基因 片 仍 大 小 为 172 ~ 264bp。Moller (1994) 用 Sharma Lit (1992) 引物 扩 
增 ， 并 对 扩 增 进行 测序 分 析 发 现 ， 在 重复 序列 内 有 3 个 可 变 区 〈 表 13 - 24) 和 一 个 恒定 
区 ， 在 等 位 基因 29 后 的 等 位 基因 存 芷 一 不 完全 重复 子 ， 可 能 是 由 士 在 3 端 最 后 一 个 重复 
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子 中 TA 揪 人 或 TC 缺失 造成 的 。 在 可 变 工 区 由 【TFTCTaA) 4~6 组 成 ， 几 区 为 【TCTG》 5-6 
组 成 ,在 上 区 和 开 区 之 间 有 二 、 荆 和 六 核 苷 酸 组 成 ， 下 区 重复 数 呈 变化 最 大 ， 日 前 凝 胶 - 
电泳 方法 还 区 分 不 开 29 和 31 结构 变 蜡 体 。 和 群体 等 位 基因 分 布 频率 见 表 13 - 25. 


表 13-24 D21S11 基因 座 重 复 子 结构 、 片 段 长 度 和 等 位 基因 命名 











等 位 基 片段 _ 序列 结构 

因 命名 KE I I lll _ 
26 209 CTCTA), (TCTG)6# + * # * < # # %  (TOTA) 

27 213 (TECTA); (TCTG) = x x = * * * * * CTCTA), 

28 217 {TCTA), (TCTG) > * X % XEKE (TETA) o 

29 221 (TECTA), (TCTG) z w * * * % % # # (TETA); 

29' 221 (TETA }g {TCTIG) # w * * XERE (TCTA Yo 

30 225 (TCTAÀ), (TCTG) x w wawy {TETA}; 

31' 229 (TCTA), (TCTG);* * w w # % # * * (TETA Ja 

31 229 (TCTA), . C (TCTG) A * x x x w w % 8 (TETA) 

32 233 (TCTA (TCTO) * x % x X # ⁄ ⁄ {TETA} 

30.2 227 (TETA); (TCTC) * w x< w x * * * * {TCTA) oTATCTA 
31.2 231 {TCTA)s (TCTG) x= * w w š w # * * (TCTA) A TATCTA 
32.2 235 {TETA}; (TTG) * x x x z w k ## (TECTA) TATCTA 
33.2 239 (TCTA)s {TOTG)G * š % < % x % %* (TCTAY „TATCTA 
34.2 243 {TCTA)s (TCTC) # + # # X w x * CTCTA), TATCTA 


“3 w * * *# +£ w x *” WAHEED (43bp), EAA (TETA) 3TA CTCTA) 3TCA (TCTA) 2TCCATA 


表 13-25 D21511 基因 座 等 位 基因 频率 
频 Ea 















































M Ë “中国 汉族 FARK ”中 国 汉族 FERE PEE SHEA ZEMA 
| (北京 ) (M) O ŒE 

< 26 0.0050 

26 0.0026 
27 0.0017 0,0017 0.0070 0.0375 0.0590 
28 0,0350 0.0533 0.019% 0.0540 0.1625 0.2180 
28.2 w. 0050 0.0183 0.049 g.ga) ` 

29 0.2333 0.2833 0. 1049 0.2450 0.034 0.2075 0. 2000 
29.2 0.0083 0.0099 0.0100 0.0291 0.0050 

29,3 0.006026 
30 0.0017 0.2733 0.2525 0.2680 0.2476 0.2625 9.1615 
30.2 0.2823 0,0117 09,0170 0.0243 0.0250 0.0256 
31 Q. 0067 0.1017 0.2129 U. 1090 0.2476 0.0550 ù. 0897 
31.2 0.1033 0.0583 Ú. 0009 0.0770 0.0534 0.1050 0.0590 
31 0.0750 

32 0.0300 0.0383 0.1188 0.0200 0.0583 0.0125 0.0077 
32.2 0.1383 0.1000 0.0792 0.1190 0.0291 0.0725 D. D592 


33 0.0017 0.0033 0.0445 0.0070 0.0680 0.0025 0.0051 
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续 表 

33.1 u 0.000 7 0.0026 
33.2 0.0482 0.0450 0.1045 0.0540° 0.0340 0.0400 0.0410 
34 0.1359 0.0026 
34.2 0.0083 0.0033 0.0347 0.0075 

35 0.0291 0.0359 
35.2 0.0049 0.0049 

36 0.0049 0.0154 

38 0.0026 
RAR 0.8433 0.8157 0.8974 0.8090 0.8556 _ 
DP 0.9416 0.9818 0.8429 0.9450 0.8680 

PIC 0.8383 0.7922 0.81 0.8844 

PE 0.7179 0.6454 0.8784 


* 为 等 位 基因 33.2 后 的 等 位 基因 总 频率 


1. 引物 序列 5 - ATA TGT GAG TCA ATT CCC CAA G- 3⁄ 
5'- TGT ATT AGT CAA TGT TCT CCAG - 3' 

2,PCR Z MEA 50u KAIER, S 50mmol/L KC, 10mmol/L Fris- HCI (pH 8.3), 
1.5mmol/L MgCl, 0.01mg/ml BSA, dNTPs 160pmol/L, lu Taq DNA RAW, 5- 10ng 模板 
DNA, 0.25m L 引物。 

3. 热 循环 参数 MCE 2min E, 94% 45s, 60% 30s, 72 45s, MI 30K, 72% 
Ei 10mins . 

EE Sharma Li: (1992) 设计 的 引物 位 于 车 序 列 S Ai] ibp, 3'3 ii 63bp: 

引物 序列 5'- GTG AGT CAA TIC CCC AAG- 3 

5'— GTT GTA TTA GTC AAT GTT CTCC - 3' 


13.30 D22S444 基因 座 


D22S444 EAE, 定位 于 22 号 染色 体 。 核 心 序列 ATCC。 中 国 南 方 群体 个 人 识别 率 
0.621, PIC 0.36， 非 父 排除 率 0.120， 杂 会 度 0.468; 北方 群体 个 人 识别 率 0.444, PIC 
0.24， 非 父 排除 率 0.078, 2 EE 0.280. 

1. 引物 序列 5'- TIT CAA CTA AGC CTT AAA AAT GC - 3 

5 - TGT TTG GCT TGA ACGA AGG AG —- 3' 

2.PCR 反应 体系 ”体积 37.5pl]，3ng DNA 模板 ，1lmmol/dNTPs L. 1.5u Tag DNA 聚合 
B, 1.5mmol/L MgCh, BSA 3.758] (I.6ugZml), SOnmol/L 引物 。 

3. 热 循环 参数 94T 50s, 55% 50s, 72% 30s, 38 个 循环 。 


13.31 D22S445 基因 座 


D22S445 基因 座 ， 核 心 序列 ATCC。 中 国 南方 群体 个 人 识别 率 0.850, PIC 0.68, AE 
排除 率 0.490， 杂 合 度 0.682; 北方 群体 个 人 识别 率 0.822, PIC 0.59， 非 父 排除 率 0.402, 
2k E 0.645。 
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1. 引物 序列 5'- CTC CAT CCG TIT GTT TCT TC -3 
5' — TGG ATG GAG AGA AGG AAT GA -3' 
2.PCR 反应 体系 、 热 循环 参数 及 电泳 分 型 同 D22S444. 


13.32 D22S533 基因 座 


D22S533 基因 座 ， 核 心 序列 ATAG。 中 国 南 方 群体 个 人 识别 率 0.909, PIC 0.74， 非 父 
排除 率 0.401, RER 0.78; 北方 群体 个 人 识别 率 0.889，PIC 0.73， 非 父 排除 率 0.647, 
杂 合 度 0.825。 

1. 引物 序列 5°- CCA CCT TCA ACC CTC CAA T 一 3 

S'- TIC TTA GTG GGG AAG GCA TC -3' 
2.PCR 反应 体系 、 热 循环 参数 及 电泳 分 型 同 D22S444。 


13.33 D22S683 基 固 座 


D225683 基因 座 ， 核 心 序列 TATC。 中 国 南方 群体 个 人 识别 率 0.960, PIC 0.86， 非 父 
HRR 0.472, AAIE 0.727; 北方 群体 个 人 识别 率 0.957, PIC 0.84, jE C HEBR28 0.617, 
AAE 0.810。 

.引物 序列 5'- AAC AAA ACA AAA CAA ACA -3 

5'— GGT GGA AAT GCC TCA TGT AT -3' 
2,PCR 反应 体系 、 热 循环 参数 及 电 泳 分 型 同 D225444。 


13.34 D22S685 基因 座 


D225685 HAE, HOFI] GATA。 中 国 南 方 群体 个 人 识别 率 0.909，PIC 0.75， 非 父 
排除 率 0.633， 杂 合 度 0.818; 北方 群体 个 人 识别 率 0.923, PIC 0.77， 非 父 排除 率 0.617, 
杂 合 度 0.810。 

1. 引物 序列 5'- TTC TTA GTG GGG AAG GGA TC - 3' 

5 — TGA TTT GAT GTT TTT GAT AGA CA -3' 
2.PCR 反应 体系 、 热 循环 参数 及 电泳 分 型 同 D22S444。 


13.35 D225686 基因 座 


D22S686 基因 座 ， 核 心 序列 CCTT。 中 国 南 方 群 体 个 人 识别 率 0.860, PIC 0.68， 非 父 
排除 率 0.435， 杂 合 度 0.705; 北方 群体 个 人 识别 率 0.860, PIC 0.70, JES HERRE 0.587, 
杂 合 度 0.794。 

1. 引物 序列 5'- TIG ATT ACA GAG TGG CTC TOG -3 

5' - TAA GCC CTG TTA GCA CCA C -3 
2.PCR 反应 体系 、 热 循环 参数 及 电泳 分 型 同 D22S444。 


13.36 ACTBP2 基因 座 


ACTBP2 基因 座 即 SE33 基因 座 ， 是 人 类 的 B- 肌 动 蛋白 基因 座 有 关 的 一 个 假 基因 (hu- 
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man beta ~ actin related psendogene) (GenBank accession No.v00481)。 核 心 序 询 为 AAAG. Ut 
出 26 个 等 位 基因 ， 基 因 座 杂 合 度 0.93, RR 0.99. HF 223 ~ 259bp 范围 的 等 位 基因 含 
有 有 规律 的 4 bp 的 AAAG 重复 结构 ， 大 十 等 位 基因 19 的 等 位 基因 庆 列 结构 有 差异 ， 在 大 
片段 中 可 能 由 于 AA 的 搬 人 含有 一 个 AAAAAG， 这 个 六 聚 体 的 位 置 可 变化 ， 而 且 在 一 些 等 
位 基因 内 ， 六 育 体 内 发 生 A 一 GC 置换 ， 变 成 AGAAAG 序列 《如 网 13 -1，2 中 等 位 基因 26 
和 31); 在 311~323bp 范围 的 等 位 基因 中 ， 在 重复 区 域内 有 2 个 不 同 的 六 核 甘酸 单位 ， 致 
使 多 态 性 增加 。 最 小 等 位 基因 7 (202bp) 只 有 ?了 个 (AAAG) 重复 ,在 3' 旁 侧 区 接近 重复 
区 有 Ibp G 缺失 。 等 位 基因 频率 分 布 见 表 13 - 26。 
表 13-26 ACTBP2 基因 座 等 位 基因 频率 



































等 位 基因 — * | 
PERA 【成 都 ) 美国 人 德国 人 
11 S 0.019 
12 0.019 
13 0.01 0.033 
14 0.05 0.022 
15 0.05 0.050 
16 0.0034 0.04 0.072 
17 0.0068 0.02 0.053 
18 0.0068 0.06 0.058 
19 0.0102 0.14 0.025 
20 0.0408 0.04 0.042 
21 0.0782 0.01 0.008 
> 0.0952 0.03 - 0.025 
23 0.0714 0.04 0.017 
24 0.0510 0.03 0.050 
25 0.0816 0.03 0.031 
26 0.0578 0.04 0.036 
27 0.0408 0.03 0,033 
38 0.0510 0.09 0.083 
29 0.0544 0.09 0.058 
30 0.0578 0.10 0.092 
31 0.1054 0.05 0.044 
32 0.0578 0.04 0.047. 
33 0.01 0.022 
34 0.0816 0.04 
35 0.003 
36 0.0442 0.011 
38 0.0034 
REE 0.93 


DP 0.99 
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5'-FR BFR 1. 
raz N7 
CC N12 
—-k— m= N13 
E ts E N14 
A i rama N15 
SEEE m N16 
p NI7 
= N18 
2 le ,ED N19 
p = N20 
p — —— EE i — 和 N21 
ER a S N22 
— mr N23 
c ES i; N24 
C ii i | N25 
E i] — i N26 
r— s= .t N27 
En ee N28 
L E l ii N29 
ee a a S N30 
F ici a N31 
C HS) | iu = N32 
—mJu—m—— a a a EOS N33 
EE 一 = N35 
me E E E o e -ES E N36 
C r O Wi 
C] AAAG N AAAAAG ZZ; AGAAG oa moa 
Æ 13-1 ACTP2 ladder 的 26 个 等 位 基因 序列 结构 
1+ 在 车 复 区 附近 有 1 个 bp Ë38R 8. 2* 在 131- 132 位 置 存在 AG 缺失， 
3+ # 113 - 116 Ë Ë 8 AAAG 的 缺失 
1. 引物 序列 5- AAT CTG GGC GAC AAG AGT GÀ —- 3' 


5'- ACA TCT CCC CTA CCG CTA TA 一 3 
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2.PCR 反应 体系 24 半 反 应 体系 ， 舍 有 lng 模板 DNA, lu Tag DNA RAW, 0.3pmol/ 
L51, 100umol/L dNTPs，2.5nl 10 x PCR rhit. 
3. 热 循环 参数 93% min, 61C1mn, 72% 1.5min, 28 个 循环 。 








13.37 HUMCD4 基因 座 


HUMCD4 基因 座 为 识别 /表面 抗原 (recognition/surface antigen，、CD4) ， 定 位 于 人 类 染色 
IK 12p， 重复 序 列 为 &AAAG， 已 检 出 8 个 等 位 基因 ， 杂 合 度 为 0.7071。 引 物 对 1 扩 增 等 位 
基因 片段 大 小 为 140 ~ 170bp， 引 物 对 2 的 扩 增 片段 大 小 为 88 ~ 128 bp。 群 体 分 布 频率 见 表 
13 - 27. 


表 13-27 HUMCD4 基因 座 等 位 基因 0 频率 























等 位 基因 x - * 
中 国 汉族 【人 台湾) MALA 美国 白人 美国 黑人 
ua” 0.00 0.337 0.365 0.286 

6 0.005 0.331 0.295 0.214 
7 0.54 0.003 0.005 0.107 
8 0.015 0.003 0.005 0.036 
9 0.010 0.300 0.036 
10 0,278 0.025 0.250 
11 0.01 0.025 0.005 0.036 
12 0.42 ` 0.013 0.036 
13 0.01 

RAE 0.54 0.7071 
DP 0.678 0.845 
PIC 0.638 


1. 引物 序列 5 ~ TTA CGC GTT TGG AGT CGC AAG CTG AAC TAG CC — 3' 
5'- CCA GGA AGT TGA GGC TGC ACT GAA -3' 
或 5 - TTG GAG TCG CAA GCT GAA CTA GC — 3' 
5' - GCC TGA GTG ACA CAG TGA GAA CC -3 
2.PCR RRIEK 25 反应 体系 ， 含 有 SOmmol/L KCl, i0mmol/L Tris - HCI ( pH 
9.0), 1.5mmol/L MgCl, 0.001% H BH E, 200pmol/LANTPa, 31$ 1.5pmol, lu Tag DNA Æ 
合 酶 ，5 ~ 15ng DNA 模板 。 
3, PEREK 4Clmin, 60C45s, 72% 1min 30s, 30 个 循环 。 


13.38 HUMCSF1PO 基因 座 


HUMCSF1PO 基因 座 是 人 c- fms 原 癌 基 因 (c - fms proto — oncogene )， 也 是 CSF -1 受 
{E ( CSF- 1 receptor), XM CSFIR， 定 位 于 人 类 染色 体 5q33.5 - q34， 重 复 单 位 为 AGAT， 
已 检 出 等 位 基因 5-~14 等 10 个 等 位 基因 ， 片 段 长 度 为 295 ~ 327bp， 等 位 基因 群体 分 布 频 
率 见 表 13 - 28。 
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13-28 HUMCSF1PO 基因 座 等 位 基因 频率 
B 率 




















FEO EERE PHARE THE 中 国 汉族 FENE EE PAER 可 
基 ga (ED RWO EO (GE) (E) (BM) š 
a i 0.005 0.013 009 I I 
0.019 0.002 0.018 0.004 0.0050  0.0036 0.003 
9 0.0833 0.0507 O08 Om 0.056 0.093 0.0109 0.011 
10 0.25 0.2765 0.205 02433 0.272 047233 0.2065 0.267 
11 0.3333 0.2350 — 024 02703 0.198 0.2921 0.2536 0.275 
12 0.025 0.29949 0.402 0.3198 0.409 0.2673 0.3841 0.374 
13 0.0571 0.1152 0.093 0.0676 0.047 01238 0.1087 0.067 
14 0.9071 00092 0.011 0.009 0.0446 0.0290 0.003 
15 0.0138 0.0099 0.0036 
16 0.0047 
ÆA 0.7532 — 0798 — 0736 0.7748 -0.771 0.730 0682 O&M 
DP 0.8921 0.882 0.8901 0.8998 0.9553 0.8858 


1. 引物 序列 5'- AAC CCT GAG TCT GCC CAA GGA CTA GC- 3' 
5' — TTG CAC ACA CCA CTG GCC ATC TTC ~ 3' 
或 Hammond 设计 的 引物 ， 扩 增产 物 片 段 大 小 为 319 - 347bp。 
5 GTT GCT AAC CAC CCT GTG CT — 3' 
5' - TIC CTG TGT CAG ACC CTG TTC - 3" 
2.PCR EMER Sad MER, mmol/L KC, lOmmolzL Tis - HC (pH 9.0), 1.5mmol/ 
L MgCl, 0.001% HERRY, 200pmol/L dNTPs, O.5umoəl/L 引物 ，0.25u Tq DNA RGM 
3. # dB PR K LÆ tE 2min, 94C 1min, 58C 1min, 70% 1.5min，10 个 循环 后 ， 
90% Imin, 58C1min, 70% 1.5min, 20 个 循环 ，72%Smin。 


13.39 HUMCYAR04 {CYPi9) 基因 座 


HUMCYARO4 (CYP19) 基因 座 是 位 于 芳香 化 酶 细胞 色素 PP- 450 基因 (aromatase cy- 
tochrome P- 450) 内 会 子 ， 定 位 于 人 染色 体 15921.1。 重 复 单位 核心 序列 为 AAAT, 已 检 出 
7 个 等 位 基因 (5 ~ 12)。 该 基因 座 片 段 长 度 范 围 173 ~ 201bp， 和 群体 等 位 基因 分 布 频率 见 表 
13 - 29, 


13-2 HUMCYARO4 基因 座 等 位 基因 频率 








频 率 
等 位 基站 中 国 汉 族 {云南} ÞAK (6#) 日 本 人 
5 0.1073 I 
6 0.3272 0.400 
7 0.1597 0.0170 0.5875 
8 0 0.000 0.0025 
9 0.0209 0.000 0.000 
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10 0.3351 I 0.010 u 0.0025 
11 0.0471 0.385 0.325 
12 0.0026 0.035 0.080 
13 0.000 0.000 0.0025 
” 杂 合 度 0.6859 0.59 0.565 
DP 0.8879 0.82 0.70) 


1. 引物 序列 5'- GGT AAG CAG GTA CTT AGT TAG CTA C — 3' 
5' —- GTT ACA GTG AGC CAA GCT CGT CAG — 3' 
2.PCR 反应 体系 25M 反应 体系 ， 含有 S0mmol/L KC, 10mmol/L Tris- HCL (pH 8.3), 
200umol/L dNTPs, 1.5mmol/L MgCl, 0.75u Taq DNA 225688, JOng 模板 DNA, 0.2pmol/L 
引物 。 
3. 热 循 环 参数 95%C30s, 65%C30s, 72%C40s, 30 个 循环 ，72%05min。 


13.40 DHFRP2 基因 座 


DHFRP2 基 固 座 (human dihydrofolate reductase psi — 2 pseudogene , DHFRP2) 定位 于 人 
类 第 6 号 染色 体 ， 重复 单位 为 AAAC， 已 检 出 6 个 等 位 基因 ， 等 位 基因 片段 大 小 为 157 ~ 
173bp。 群 体 等 位 基因 分 布 频率 见 表 13 - 30。 该 基因 座 的 基本 序列 为 : 

GTAAGACTTTTGGAGCCATTTGATTITTACTTAACCATTTTCATGTA 

TCCTTTAATAAAAACAACTCTATCATAATAAAAAGTCACACTTGTTCATAGA (AAAC) n 

AAAAAAACCTTCCTGCCCAGCCCATCTCATTCTCCCTGAA 


Æ 13-30 DHFRP2 基 固 座 等 位 基因 频率 











等 位 基因 ” a 

中 国 汉 族 (成 都 ) 中 国 汉 族 美国 白人 澳大利亚 人 日 本 人 
6 0.0865 0.100 0.04 0.150 0.050 
7 0.4359 0.350 0.4 0.350 0.450 
8 0.266 0.250 0.15 0.550 0.300 
9 0.0449 0.150 0,25 0.050 0.050 
9.5 0.0256 : 0.00 000 0.050 
10 0.141 0,150 0.02 0.100 
11 0.000 
RER 0.673 0.76 0.70 0.630 0.690 
DP 0.87 0.905 0.819 0.857 
CE 0.455 0.540 0.397 0.454 


1. 3A] 5 -GTA AGA CTT TTG GAG CCA TT -3 
5' TIC AGG GAG AAT GAG ATG GG-3' 


286 法 医 DNA 分 析 





2.PCR 反应 体系 50d EMAR, AA 50mməl/L KCI, IOng 模板 DNA, l0mmol/L Tris 
-~ HCL (pH8.3)，1.5mmol/L MgCl, 0.001% A RH RE, 200umol dNTPs, O.lymol/L 引物 ， 
0.5u Tag DNA 聚合 酶 。 


3, 热 循 环 参 数 9530s, 6230s, 7240s, 30 个 循环 ，72 和 5min。 
13.41 GABRB15 W H Æ 


GABRBI5 基因 座 在 中 国 汉 族 中 已 检测 6 个 等 位 基因 (K 13 - 31)， 片 段 大 小 为 150 ~ 
170bp。 


胡 13-31 GABRB15 基因 座 等 位 基因 频率 








等 位 基因 频 率 
nl 0.0475 
n2 0.4100 
n3 0.3475 
nd 0.1150 
N5 4.0700 
N6 0.0100 
RAHE 0.6907 
DP 0.8273 
PIC 0.6380 
PE 0.4436 
RFEA KRAMAR AA 


1. 引物 序列 5'- CTA GAA AGAC TAG CAA GGT GGA T-3' 
~ 5 — GCT CAT TAA ACA CTG TCT TCC T — 3 
2.PCR 反应 体系 - 20pl 反应 体系 ， 含 有 50mmol/L KC, 10mmol/L Tris- HC] (pH8.3), 
1.5mmol/L MgCh, 0.001% H BÆ, O.2mmol/L dNTPs, 0.045mol/L 引物 ，8pl Chelex - 100 
提取 DNA 溶液 ，0.5u Taq DNA RAM., 
3. 热 循环 参数 Cimin, 60% 1min, 70% 1.5min, 10 个 循环 ; 90Clmin, 60% 1min, 
70 Cl1.5min, 20 个 循环 ， 最 后 60 C10min, 


13.4 HUMFABP 3£ AE 


HUMFABP 基因 座 是 人 肠 腊 肪 酸 结 合 蛋 白 (intestinal fatty acid — binding protein) 基因 内 
合子 STR 系列 ， 定 位 于 人 染色 体 4q28 - q31 (GenBank Accession no.M18079)， 核 心 序列 为 
ATT, DRH 9 个 等 位 基因 ， 等 位 基因 片段 大 小 为 214 ~ 238hp， 和 群体 分 布 频率 见 表 13 - 
32。 
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表 13-32 HUMFABP 基因 座 等 位 基因 频率 

















等 位 基因 ” £ 
TARE (台湾 ) 德国 人 美国 人 

9 0.07 
10 0.50 0.471 0.497 
l1 0.045 0.184 0.174 
12 0.035 0.034 
13 0.30 D.38 0.248 ， 
14 0.045 0.044 
15 0.005 0.009 

杂 合 度 0.79 
DP 0.825 


1. 引物 序列 5'- GTA GTA TCA GTT TCA TAG GGT CAC C -3' 
5' - CAG TTC GTT TCC ATT CTC TCT CCG- 3' 
2.PCR 反应 体系 25d 反应 体系 ， 含 有 ，50mmol/L KC, l0mmol/L Tis - HCI (pH 8.3), 
1.5mmol?L MgCl, 0.001% HEHP, 187.5umol/L dNTPs, 1.4umol/L 引物 ，0.5u Tag DNA RA 
Wi, Ing 模板 DNA, 
3. WMS 9545s, 65C30s, 72308, 25 tM, 72C5mno 


13.43 HUMFES/ FPS 基因 座 


HUMFES/ FPS 基因 座 是 ç - fes/fps 原 癌 基因 (c - fes/fps proto ~ oncogene) ， 定 位 于 染色 
体 15q25 - qter, {GenBank accession No.X06292,) 含有 一 个 简单 的 四 核 苷 酸 重 复 序列 ATIT, 
已 检 册 10 个 等 位 基因 ， 重 复数 为 8 ~ 13， 片 段 长 度 为 222 ~ 250bp， 在 一 些 等 位 基因 10 和 
11 的 5 -侧翼 序列 (155bp) 的 第 34 个 核 苷 酸 位 置 A 变 成 C (图 13 - 2)，24bp 的 3 - 553 
则 没有 变化 ， 发 生 这 种 变化 的 机 率 在 等 位 基因 10 为 3/8， 等 位 基因 11 则 为 1⁄2, FESZFPS 
基因 座 频率 分 布 见 表 13 - 33。 


等 位 基因 片段 长 度 序列 结构 测序 等 位 基因 数 
命名 (1) (bo) (2) t ** 

sr T -FR 
83. 211 CAATIT) 9 =-= 2 
3 215 CAAT 9 mm 1 
10a 219 [L C ATTIT maa 3 
19 219 Lea ATT) iom 5 
lla 223 CE ATT) um 5 
11 223 DL A (ATI) um 6 
i2 227 Ca ATT) pH 2 
1 231 D A C 3UIATTI) 13 四 1 


图 13-2 FES/FPS 基因 座 重复 序列 结构 
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X 13-33 FES/FPS 基因 座 等 位 基因 频率 

















频 m 
等 位 中 国 汉族 “中国 汉族 ”中 国 汉族 “中国 汉 族 FEHR FMAM $m 美国 
基因 (R) (WR) ” (广州) (KEO ” (云南) MN {云南 ) HA 黑人 
6 Ü 0.005 
7 0. 0025 0.014 0.003 
5 0.0075 0.0092 0,0094 0.073 
9 0.0050 0.020 0.0152 0.0275 0.004 0.0235 0.307 00. 046 
10 0.6040 pmp 0.0455 0.0550 0.0667 0.0519 0.39 024 
11 0.5125 0.5101 0.4735 0.444014 0.3810 G. 4434 0.22 0.357 
12 0.2525 0.2424 0.325% 0.2936 0.3333 0.2925 0.063 0.24 
13 0.1625 0.1869 0.1326 0,1605 0.2048 D.1651 0.005 0.048 
14 0.075 0.0101 0.0007 0.0138 0.0095 0.0142 
15 D.0050 
H 0 .6484 0,5909 0.8921 0.7006 0.6387 
DF 0.8295 0.8165 0.8644 0.8566 
PM 0.1835 0.1356 
PIC 0. 5RR9 


1. 引物 序列 5'- GCT TGT TAA TTAC ATG TAG GGA AGGC-3' 
5' - GTA GTC CCA GCT ACT TGG CTA CTC -3' 
或 5 - GGG ATT TCC CTA TGG ATT GG-3' 
5' — GCG AAA GAA TGA GAC TAC AT-3' 
2,PCR 反应 体系 ”25wl 反应 体系 ， 全 有 1 ~ 5ng 模板 DNA, 50mmol/L KC, 1Ommol/L 
Tris- HCI (pH 8.3), 1.5mmol/L MgCl, 0.001% KH BARE, 200pmol/L dNTPs, I.4umol/L 引 
物 ，1.0u Taq DNA 聚合 酶 。 
3. 热 循 环 参 数 Cimin, 55CTimin, 72Cimin, 30 PM, 72€ 10mins 


13.44 Hum FGA Æ R E 


Hum FGA ÆA ES HUMFIBRA ， 是 人 o MEHER F SEE (human alpha fibrinogen) 第 三 
内 会 子 内 的 STR 序列 ， 定 位 于 染色 体 4q28， 核 心 序列 为 TCTT 或 表达 为 CTTT, 已 检 出 22 
个 等 位 基因 ， 片 段 长 度 范围 为 168 ~ 294bp。 在 168 ~ 224bp 大 小 范围 内 的 等 位 基因 ， 大 多 
数 按 4bp 有 规律 的 增加 ， 最 小 的 二 个 等 位 基因 (168 和 176bp) 之 间 相 差 8bp， 可 以 推断 之 
间 应 有 一 个 大 小 为 172bp 的 等 位 基于 存在 , 但 衬 今 尚 没有 观察 到 此 等 位 基因 ; 在 168 ~ 
220bp 大 小 范围 的 等 位 基因 表现 为 单一 的 四 核 苷 酸 (TCTT) 重复 单位 ， 其 中 有 5 个 等 位 基 
因 (182, 190, 198, 202, 206bp) 在 大 小 上 与 正常 的 4bp 增加 有 差异 ， 相 差 2bp， 在 这 5 
个 等 位 基因 中 ， 每 一 个 等 位 基因 的 第 一 个 TCTT 重复 单位 前 没有 TC 二 核 荫 酸 存 在 ， 这 可 
能 是 TC 二 核 苷 酸 的 缺失 或 TT 二 核 苷 酸 的 增加 而 形成 一 个 完整 的 TCTT 重复 单位 突变 的 结 
果 , 但 突变 机 制 还 不 清 。 另 外 3 个 较 大 等 位 基因 (230, 246, 294bp) 与 小 等 位 基因 中 观 
察 到 有 规律 4bp 增加 模式 显著 不 同 ， 表 现 出 复杂 的 重复 单位 模式 R 13 - 34)。 等 位 基因 
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在 第 16 个 重复 单位 合 有 一 个 非典 型 的 TCCT 四 核 昔 酸 ，230bp 等 位 基因 含有 17 个 TCTT E 
复 单 位 ， 在 第 15 和 16 重复 单位 之 间 有 3 个 非典 型 CCTT HARRA, 246b FAAA A 21 
T TCT 组 成 重复 单位 ， 在 第 19 和 20 个 重复 单位 之 间 被 3 个 非典 型 CCTT 由 核 苷 酸 隔 开 ， 
.294bp 等 位 基因 的 重复 区 更加 复杂 ， 这 个 等 位 基 内 有 28 个 典型 TCTT 重复 单位 ， 在 第 12 和 
13 之 间 有 5 个 TCTG 四 核 苷 酸 ， 在 篇 26 和 2 之 间 有 3 个 CCTT; 另外 230、246 和 294bp 的 等 
位 基因 在 第 一 个 TCTT 重复 单位 前 没有 TC 二 核 车 酸 的 存在 。 表 13 - 35 为 等 位 基因 频率 。 


3 13-34 FGA 基 固 座 等 位 基因 重复 区 的 序列 与 旁 侧 序列 





等 位 基因 大 小 (bp) 重 = 序 列 

15 168 CPTPTC), TTYT TTET (CTTT};, CTCC (TTCC), 

17 176 CPTTC), TITT TTCT (CTTT), CTCC CTTCC), 

18 180 (CTTTC), TITT TTCT (CTITY CTCC (CTTCC), 

18.2 182 CTrTC), TTIT TT ICITT CTCC (TTCC), 

19 184 (CTTTC), TFTT TICT (CTTTD CTCC (TrCC). 

20 188 {TTICY TTIT TECT (CTYTT),, CTCC CTICC), 

20.2 190 CTTIC), TFIT TU (CTTT) a CTCC (TTCC), 

21 192 (TTTCY TEIT TECT (CTTTY CTCC (TTCC), 

22 196 CTTTC), TTTT TTCT (CCITT CTCC (TTCC), 

22.2 198 CTTTC), TTTT TT ICTTT CTCC (TICC) 

23 200 (TTTC) TTTT TTET (CTTT), CFCC (TICC), 

24 204 (TTTCi TIIT TT (CTT[), CECC CTTCC), 

24.2 206 CTYTC), TIIT TICT (CTTT), CTCC (TICC), 

25 208 {TITC) TITT TTET (CTTT),, CFCC (TICC) 

26 212 (TTTC) FTIT TICT (CTTT), CTCC (TTCC) 

27 216 (TTTC), FTIT TICT (CTYT), CTCC (TTCC), 

28 220 CTYTC), TITT TICT (CTTT),, CTCC (TTCC), 

29 224 (ITTTC) TITT TICT (CTTTJ CCTI (CITE); CTCC (TTCC); 
34.2 264 CTTIC), TITT TT (CITT) (CITC), CCTTT), CTCC (TICC), 
46.2 294  CTTTC), TITT TT (CTFTT (CTGT)。(CTTT (CTTC); (CTIT), CTCC (TICC) 
旁 伺 序列 ， 


等 位 基因 168 - 224bp (HER) TCTC (CTTC),CTFT CTTC CTET CTTTTTT 5 引物 ) 3' 
等 位 基因 230, 246, 294bp (重复 区 ) TCTC (CTIC),CTYT CTTC CITI CTETTIT (314) 3 


表 13-35 Ham FPC4 基 因 座 等 位 基因 频率 








等 位 频 £ 

基因 中 国 汉族 ”中国 汉族 ”中国 汉族 【北京 ) ”中 国 壮族 美国 白人 美国 黑人 
16 0.000 0 

16.2 0.000 0.000 0.0026 


17 0,00) Ü 0.000 0.0426 
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续 表 
18 0.0578 0.02 0.0117 Ü 0.0150 0.0051 
19 g.tlil 0.035 0.0367 0.0049 0.0625 0.0462 
19.2 0.000 0.0017 0.000 0.0026 
20 0.0578 0.05 0.0333 0.0146 0.1625 0.0436 
20.2 0.000 0.0050 0.0075 0.000 
21 0.2178 0.1017 0.1267 0.0437 0.1775 0.1333 
21.2 Ü. 000 0.0033 0.0160 0.0097 0.000 0.0026 
22 0.3289 0.15 0.1750 0.0680 0.1650 0.1897 
22.2 0.0178 0.001 0.0117 0 0.0050 0.0026 
23 0.2089 0,2483 0.227 0.1553 0.1400 0.1897 
23.2 0. 0089 0.0133 0.015 0.0097 0.000 0.000 
24 0.1956 0,1817 0.1933 0.445 0.1325 0.1641 
24.2 0.0044 0.0067 0.0133 0.0049 0.000 0.1641 
25 0.1156 0.1083 0.0900 人 1408 0.1125 0.1231 
25.2 0.0022 0.0083 0.0033 0.0049 0.000 0.000 
26 0.0511 0.0450 0.0400 0.2039 0.0150 0.0410 
26.2 0.0050 
27 0.011 0.0083 0.010600 0.0922 0.0410 
28 0.0022 0.0017 0.0017 0.0485 0.0077 
29 0.0146 0.0026 
Ers 0.8400 0.8433 0.8552 0.868 
DP 0.9562 0.9416 0.9828 0.912 
PIC 0.8374 0.8346 
PE 0.7179 0.9026 


1. 引物 序列 5'- CCA TAG GTT TTG AAC TCA CAG -3' 
5’ — CTT CT CAG ATC CTC TGA CAC -3' 
2.PCR 反应 体系 ”30 岂 反应 体系 ， 含 50mmol/L KC, l0mmol/L Tris- HCI (pH 8.3), 
1.5mmol/L MgCl, dNTPs 200pmol/L，0.5u Taq DNA 聚 台 酶 ，5 ~ 10ng 模板 DNA, 0.1556mol/ 
L 引物。 
3. 热 循环 套数 95C2min Fi, 94%60s, 60%C60s, 72C60s, MI 30 WR, 72 C10min, 


13.45 HumFOLP23 基因 应 


HUM FOLP23 基因 座 定位 于 人 6 号 染色 体 ， 核 心 序列 为 AAAC. 已 检 出 7 个 等 位 基因 ， 
片段 长 度 范围 为 162 ~ 184bp。 表 13 - 36 为 等 位 基因 频率 。 
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表 13-36 HUM FOLP23 基因 座 等 位 基因 频率 











等 位 基因 “ 中 国 汉 族 频 率 
nl 0.1277 
n2 0.4946 
n3 0.1992 
m 0.0516 
n5 0.0163 
n6 0.1168 
n7 0.0027 
杂 合 度 O 0.6882 
DP 0.9259 
PIC 0.6495 
PE 0.4649 
* 根据 片段 大 小 命名 等 位 基因 


1, 引物 序列 5'- ATT GTA AGA CTT TTG GAG CCATIT - 3’ 
5' - TIC AGG GAG AAT GAG ATG GGC -3' 
2.PCR 反应 体系 ”20 内 反应 体系 ， 合 有 50mmol/L KCL，10mmolL Tris- HCl (pH 8.3), 
1.5mmol/L MgCl, 0.001% É RY, 2.5mmol/L dNTPs 2ul，0.04pmolAzL 31$, Bul Chelex - 
100 提取 DNA 溶液 ，0.5u Taq DNA RAM 1。 
3. 热 循 环 参 数 94% Imin, 60%21min, 70 C1.5min, 104483; 90 C 1min, 60 C lmin， 
70 和 1.$min， 如 个 循环 ， 印 和 30min。 


13.46 HUMF13A01 基因 座 


HUMF13A01 (F13A01) HAH B E À WË ü Bš + X HD 的 A 亚 基 基 因 (human coagulation 
factor X M a subunit gene), Eti FAH EIE 6p24 - p25, (GenBank No.M21986)， 重 复 序 列 
为 AAAC， 已 检 出 16 个 等 位 基因 (R 13 -37)， 片 段 长 度 为 177 ~ 235bp。 


表 13-37 F13A91 基因 座 等 位 基因 频率 


频 率 
等 位 基因 ”中国 汉族 ”中国 汉族 ”中国 汉族 ”中 国 汉族 ”中 国 壮族 
《北京 ) (KE) (广州) (68) OSR) 日 本 人 类 四 白人 RERA 














2.2 0 Ü 0 

3.2 ĉ.3100 0.3238 0.2835 0.295 0.2765 0.328 0.085 0.087 
4 0.1725 0.1666 0.1339 0,125 0.1810 0.098 0.041 0.076 
5 0.0800 0.0714 0.0669 0.135 0.0524 0.028 0.208 0.342 
6 0.4100 0.4285 0.4582 0.445 0.4857 0.543 0.287 0.13] 
7 0.0050 0.0095 0.0039 0.001 0.329 0.195 
8 0.0225 0.0236 0.017 0,067 
9 0.009 


10 0.005 
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£ 
" Ə S 0.009 
12 0.001 0.002 0.011 
13 0.005 0.032 
14 0.0048 0.017 ` 0.021 
15 0.010 0.014 
16 .002 
17 

RAE D6851 0.79 06i 0654 062 0.763 03 
DP 0.8120 0.8305 0.844 0.8205 
PM 0.1695 0.1356 








1. 引物 序列 5'- GAG GIT GCA CTC GAG CCT TTG CAA — 3: 
5' — TTC CTG AAT CAT CCC AGA GCC ACA -3° 
或 5' - GAG GTT GCA CTC CAG CCT TT -3' 
5' — ATGCCA TGC AGA TTA GAA A -3' 
2.PCR 反应 体系 在 25 岂 反应 体系 ， 含 有 5Ommol/L KCI, 10mmol/I Tris- HCI ( pH 
9.0), 1.5mmol/L, MgCl, 0.001% HHR, 200umol/L dNTPs，1.5pmovL 引物 ，1u Tag DNA 


EAH, 5- ]5ng 模板 DNA. 


3. HEMAN 05% Imin, 60C45s, 72% 2min, 30 个 循环 。 


13.47 HUMF13B 基因 座 (FX HI B) 


HUMFI3B 基因 座 是 人 凝血 因子 多 了 的 5 亚 基 基因 (human factor X i b subunit gene), 
MP FYTH 基因 座 , HOFI] AAAT， 定 位 于 人 奖 染 色 体 1q31 - q32.1, 已 检 出 6 个 等 位 基 
因 ， 片 段 长 度 为 169 ~ 185bp- 表 13- 38 为 F13B 基因 座 的 等 位 基因 频率 。 


13-38 Fl38 基因 座 的 等 位 基因 频率 

















等 们 基因 频 . — Ë 

中 国 汉 族 {台湾 } 澳大利亚 人 美国 白人 美国 黑人 日 本 人 
6 0.005 0.090 0.10 0.384 
7 0.000 0.016 0.020 0.157 0.003 
8 0.045 0.245 0.259 0.100 0.065 
9 0.225 0.225 0.215 0.243 0.203 
10 0.725 0.419 0.0402 0.114 0.725 
11 0.005 0.002 0.002 0.0 
12 0.002 
RER 0.44 0.691 0.6512 0.7318 0.43 
DP 0.61 0.861 0.63 
PIC 0.656 





1. 引物 序列 5'- TCA GGT GGT CTA CTA CCA T-3' 
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5'— GAT ATG AAA TIG CAC TCT À - 3' 
2.PCR 反应 体系 ”站 256] 52 Re K # th, A A 50mmol/L KC, l0mmol/t Tris- HCL 
(pH8.8), 1.5mmol/L MgCl, 0.1% Triton X - 100, 200pmol/L dNTPs, 0.5u Tag DNA 聚合 
Wi, 2ng 模板 DNA, 
3, 热 循 环 参 数 94% Imin, 60% Imin, 72% 1.5min，30 个 循环 。 


13,48 HUMLPL 基因 座 


HUMLPL 基因 座位 于 人 人 脱 蛋白 脂 酶 基因 (lipoprotein lipase) 第 6 内 含 子 ， 又 叫 HUM- 
LIPOL 定位 于 大 染色体 8q922， 重 复 序列 为 TTTA，, 已 恰 出 5 个 等 位 要 因 ( 表 13-39) 片段 
长 度 为 125 ~ 175hp。 


3 13-39 HUMLPL 基因 座 等 位 基因 频率 














等 位 基因 a o — 
h E 日 本 人 英国 黑人 美国 白人 
7 0.003 - 
9 0.01 0.001 0.002 0.002 
10 0.675 0.712 0.146 0.047 
11 0.1 0.101 0.370 0.412 
12 0.19 0.180 0.151 0.287 
13 0.025 0.003 0.272 0.205 
14 0.059 0.049 
” 杂 合 度 0.7342 0.45 0.69 0.77 
DP 0.7 0.65 


1. 引物 序列 5'- CTG ACC AAG GAT AGT GGG ATA TAG -3 
5' — GGT AAC TGA CCG AGA CTG TGT CT-3' 
或 5'- AAA TCF GAC CAA GGA TAG TGG G - 3' 
5’ CCA GTG ACG TTG GAG ACG AAA G-3' 
2.PCR AWER 20 RAER, AA 2d 10 x PCR R, 0.2mmol/LdNTP, 4pmol/L 
引物 各 24, 0.5u Tag DNA RAWE, 24 模板 DNA, 
3. AmE 96% 2min Ji, 94C 1min, 60Cimin, 70€C1.5min, 10 tm; 9T 
Imin, 60% l1min, 70%1.5min, 20 MI, 60% 10mins 


13.49 HUMMBP 基因 座 


HUMMBP A H 2 EER ph aK FEE ÉI (myelin basic protein) 基因 (GDB: J04746)， 定 位 
于 人 染色 体 18423 - pter, H Boylan (1990) 最 星 报 道 的 ， 舍 有 二 个 STR 系统 ， 核 心 序列 为 
TGGA， 由 限制 性 内 切 酶 Nla 亚 切割 分 离 两 全 具有 才 态 性 体系 MBP - A，MBP - B。 用 一 对 
引物 可 以 扩 增 出 2 个 内 人 沼 子 多 坊 区 : 基因 座 A (121 ~ 145bp) 和 基因 座 B (209 ~ 237bp)。 
在 HUMMBP - B 基因 座 重复 单位 上 游 第 8 个 核 背 本 位置 存在 G 一 A， 导 致 产生 无 效 等 位 基 
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因 {图 13-3)。MBP -A 和 MBP-B 基因 频率 分 布 见 表 13-40 和 表 13-41。 
HUMMBP 基因 座 5' -ATF 
下 划 线 部 分 为 引物 序列 ， 引 物 1 和 3 为 基因 座 A， 引 物 1 和 2 为 基因 座 B 
CCAGCACAA GGACCTCCT AATTACAATCACTGTTAACTCACATATTTAGAATGGT 


1 





A 


了 
CATTACACCTATTTGGTACTCATAAATAA (TGGA), TGGATGAACAG TAGGTAAAT 
G 





3 
AGATGGATACATGAG (TGGA) TGAATCGATAGATGCATGAACACGOTAGGTAAA TGGAT 
GAATACATGAGT 





图 13-3 MBP 基因 座 序列 
下 划 线 部 分 为 引物 序列 ， 引 和 四 1 和 3 为 基因 座 a4， 引物 1 利 2 为 基因 座 马 


表 13-40 HUMMBP-A 基 因 座 等 位 基因 频率 




















a 频 率 

等 位 基因 英国 人 德国 人 

2 0 0.003 

3 0 0.066 

4 0.07 0.049 

5 0.32 0.28 

6 0.19 0.01 

r 0.08 0.035 

8 0.20 0.472 

9 0.04 0.052 

10 0.10 0.028 

li 0 0.003 

杂 合 度 0.72 

DP 0.85 

家 13-41 HUMMBP-B 基因 座 
等 位 基因 É £ 
德国 人 美国 人 EHTA HFA 

7 0.374 0.26 0.330 l 0.3575 
7C 0.003 
8 0.01 
9 0.038 0.13 0.045 0.0600 
10 0.073 0.14 0.156 0.0725 
10G—A 0.0225 
11 0.339 0.25 0.326 0.3275 
12 0.164 0.21 0.134 0.1600 
13 0.007 0.009 
FAE 0.70 0.71 


DP 0.80 
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1, 引物 序列 5'- GAA CCT CGT GAA TTA CAA.TC- 3" 
5' — ATT TAC CTA CCT GTT CAT CC -3' 
或 用 另 一 对 引物 5'- GAA CCT CGT GAA TTA CAA TC- 3' 
5' - CTC ATG TAT CCA TCT ATF TAC C — 3' 
2.PCR 反应 体系 25 岂 反应 体系 ， 含有 lng 模板 DNA, lu Tag DNA X AM, lamol/L 
51, 200umol/ L dNTPs, 2ul 10 x PCR 缓冲 液 
3.PCR PHEA 943C30s, 64C305, 72% min, 3 个 循环 。 若 采用 第 二 对 引物 ， 
则 为 9430s, 5830s, 72% 1min, 30 个 循环 。 


13.50 HUMPLA2A $A Æ 


HUMPLA2A 基因 座 是 胰 磷 脂 酶 A - 2 (pancreatic phospholipase A - 2) 基因 ， 定 位 于 人 染 
色 体 12423 - qier (GenBank Accession No.M22970) ， 核 心 序 列 为 AAT, 已 检 出 7 个 等 位 基 
因 ， 片 段 长 度 范围 为 118 ~ 139bp。 群 体 分 布 频率 见 表 13 - 42。 


表 13-42 PLA2A 基因 座 等 位 基因 颇 率 




















等 位 基因 — M -一 £ 
O PERR (成 都 ) 中 国 汉族 台湾) 
19 0.005 
" 0.2778 0.255 
12 0.0093 0.015 
13 0.1574 0.190 
14 . 0.3055 0.305 
15 0.1574 0.140 
16 0.0833 0.085 
17 0.0093 0.005 
PAE 0.79 0.79 
DP ， 0.91 0.917 





1. 引物 序列 5'GGT TGT CTC CAT GAG GTT AGA- 3 
5'TTG AGC ACT TAC TAT GTG CCA GGC T - 3' 
2.PCR 反应 体系 ”20al E W IK 5, É f 2ul 10 x PCR 缓冲 液 ，0.2mmolE dNTPs, 
O.4nmol/L 引物 ，0.5u Tag DNA 聚合 酶 ， 模 板 DNA 201, 
3. WEMAN 96% 2min Fr, 94% 1min， 的 各 Imin, 20%.1.5mn, 10 THH, 90% 
Imin, 60% 1min, 70C1.5min, 20 4538, 60 C10min, 


13.51 HUMTH01 基因 座 


HUMTH01 基因 座 又 叫 TC11 基因 座 (CenBank Accession No. D00269) E R AM £ tE Mi 
(tyrosine hydroxylase) 基因 ， 定 位 于 人 染色 体 11p15.5, 重复 单位 为 AATG， 已 检 出 8 个 等 位 
基因 (等 位 基因 5~9, 9.3，10，11)， 片 段 长 度 为 179 ~ 203bp。 等 位 基因 群体 分 布 频率 见 
表 13 - 43, : 
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表 13- HUMTH01 基因 座 等 位 基因 频率 


频 率 
等 位 ”中国 汉族 中 国 汉 族 PAIA 中 国 汉族 中 国 汉 族 中 国 汉族 中 国 壮族 中 同 苗族 中 国 藏族 























基因 (北京 ) (上海 ) 【青岛 ) (P M) (RAR) (台湾) (PP) (云南) (HP) 日 本 人 
5 0.0045 0.0039 0.0050 
6 0.0805 0.1436 0.1126 0.1047 0.232 0.142 0.0693 0.i087 0.097 0.242 
7 0.286 0.2277 0.2387 0.2597 0.256 0.241 0.2475 0.2138 0.227 0.286 
8 0.0508 0.0693 0.0631 0.0543 0.050 0.056 0.0693 0.0652 0.091 0.049 
9 0.4894 0.3465 0.491 0.5233 0.475 0.483 0.3960 0.4928 0.481 0.382 
9.3 0.0339 0.0891 0.0045 0.0155 0.033 0.009 0.0446 0.087 0.104 0.031 
10 0.0539 0.1188 0.0856 0.0388 0.054 0.069 0.1634 0.0326 0.010 
11 0.0049 0.0050 

AARE 0.665 0.7268 0.6757 0.7502 0.7525 0.3677 0.70 
Dp 0.8319 0.9092 0.8572 0.8249 0.981 0.8899 0.8694 0.86 





1. 引物 序列 5'- GTG GGC TGA AAA GCT CCC GAT TAT- 3' 
5’ — ATT CAA AGG GTA TCT GGG CTC TGG -3' 
2.PCR REMER 25d AMER, AA 1ng 模板 DNA, l0mmol/L Tris- HCI ( pH8.3), 
SOnmol/L KCI, 1.5mmol/L MgC1,, 0.1% Triton - X 100, 0.001% BBB, 100umol/ L dNTFs, 
lu Tad DNA RER, 0.3umol/L 引物 ,。 
3. 热 循环 参数 ”94 筷 20s，64 宛 20s，72 爷 1min，10 MR, 90%220s, 6420s, 72C 
1min，20 个 循环 。 


13.52 HUMTPOX 基因 座 


HUMTPOX 基因 座 ， 叉 称 hTPO 基因 座 。 是 甲状 腺 过 氧化 物 酶 (thyroid peroxidase) 基 
因 ， 定 位 于 人 染色 体 2p23 - 2pter， 重 复 单位 为 AATG, 共有 7 个 等 位 基因 ， 片 段 长 度 为 224 
~ 2S2bp。 和 群体 等 位 基因 分 布 频率 由 表 13 - 44。 
表 13-44 TPOX 基因 座 等 位 基因 频率 











等 位 频 3 

基因 中 国 汉 族 HAHH 中 国 汉 族 中 国 汉 族 中 国 壮 族 中 国 苗族 日 本 人 

GEH) 【上 海 ) (H) (E8) {广西 ) (云南 ) 
7 0.0173 0.0209 0.009 0.0050 0 

0.4926 D.4607 0.4775 0.543 0.5050 0.4348 0.451 

9 0.151 0.1309 0.1351 0.099 0.1485 0.1014 0.121 
10 0.052 0.0419 0.0315 0.013 0.0545 0.0217 0.036 
11 0.2698 0.3141 0.3018 0.332 0.2723 0.3877 0.349 
12 0.005 0.0314 0.0405 0.009 0.0149 0.0471 0.039 
14 0.0124 0.0045 0.004 0.0072 0.004 
杂 合 度 0.6618 0.6324 0.6847 0,621 0.5644 0.6087 0.65 


DP 0.8278 0.8053 0.8297 0.8121 0.8112 4.82 
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1. 引物 序列 5'- ACT GGC ACA GAA CAG GCA CTT AGG -3" 
S' — GGA GGA ACT GGG AAC CAC ACA CCT -3' 
2.PCR 反应 体系 ”2s$pl 反应 体系 ， 含有 10ng 模板 DNA, 0.251 Tag DNA REM, 
O.7umol/L 引 $p, 2008mol/L dNTPs, 7.5mmol/L Trs - HCI (pH 9.0), 2,0Ommol/L 
(NH,),SO,, 0.01% Tween - 20, 1.5mmol/L MgCl; , 
3, 热 循环 参数 — 96% 2min, 94C tmin, 64% Imin, 72% L.Smin, 30 +ñ 38. 72% 


10min。 





13.53 HUMV WA 基因 座 


2. RAAF (Von Willebrand Factor, VWF) 基因 内 含 子 40 含有 3 个 不 同 TCTA Ë 
联 重复 区 ， 一 个 在 1900-2000, 一 个 在 2 200 -2 350nt， 另 -- 个 存 1 640 - 1 794nt。 

HUMVWA AREI ， 威 布朗 因子 (Von Willebrand ) 基因 因子 内 信子 位 于 1640 ~ 
1794nt 的 一 个 串联 重复 区 ,定位 于 人 染 色 体 12p - 12pter (GenBank accession No. M25858), 
tEn] HUMVWA317& 基因 ， 核 心 序列 为 TCTA 和 TCTG, cti 10 个 等 位 基因 ， 片 段 长 度 
为 134 ~ 170bp， 所 有 等 位 基因 基本 结构 为 TCTA (TCTG),., (TCTA) n， 但 等 位 基因 144l 
外 .结构 不 同 〈 表 13 ~ 45)。 胡 13 - 46 为 等 位 基因 频率 。 


. 388 13-45 HUMYWA 基因 座 序列 
等 位 基因 命名 片段 长 度 序列 结构 : 

















Ú 134 TCTA CTCTG), CTCTA) T 
14 138 TCTA TCTG (CTCTG), CTCTA),TCCA (TECTA) 
15 142 TCTA (TCTG), (TECTA) 

15' 142 TETA (TCTG), (TCTA)u 

16 146 TCTA (TCTG), (TCTAN,, 

16 ' 146 TECTA (TCTG), (TETA); 

17 150 TCFA (TCTG), (TECTA) 

18 154 TCTA (TCTG), CTCTA) ia 

19 158 TCTA (TCTG), CTCTA);4 

20 162 TCTA (TCTG), (TECTA) 

21 166 TCTA CTCTG), (TCPA Jg 

22 170 TCTA (TCTG), (TETA) 


表 13-46 HUMYWA 基因 座 等 位 基因 频率 


频 率 

中 国 汉族 中 国 汉族 中 国 汉族 中 国 汉族 中 国 壮族 中 国 藏族 m 
GR) (成 都 ) 《太原 ) 《广州 ) (BD CHE) 

13 0.0150 0.004 . 0.0038 0.005 
14 0.2273 0.2817 0.2625 0.232 0.2619 0. 3030 0.3048 0.101 0.115 
15 0.0411 0.0300 0.0375 0.012 0.0143 0.0227 0.0286 0.034 0.090 
16 0.1515 0.0200 0.1650 0.157 0.2048 0.1932 0.1238 0.208 0.140 
17 0.2576 0.2050 0.2425 0.302 _ 0.2000 0.1818 0.2048 0.303 0.310 











等 位 


基因 ”中国 汉族 PARK 
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续 表 
18 0.1905 0.1997 0.1700 0.182 0.2045 0.1932 0.2143 0.208 0.225 
19 0.1104 0.0750 0.0925 0.099 0.1095 0.0985 0. 1048 0.129 0.095 
20 0.0216 0.0116 0.0150 0.012 0.0048 0. 0038 0.0095 0.017 0.015 
>20 0.0095 0.005 
H 0.8701 0.7934 0.8078 0.8029 2.9031 0.7957 
DP 0.9367 0,9301 0.9344 0.9290 0.9244 0.9239 
CE 
Pm 0.0710 0.0756 


1. 引物 序列 s'- CCC TAG TGG ATA AGA ATA ATC -3' 


2.PCR 反应 体系 25d EMAR P, RA 1 ~ 20ng 模板 DNA, l0mmol/L Tris - HCL 
( pH8.3), 50mmol/L KCl, 1.5mmol/L MgCl, 0.1% Triton- X 100, 0.001% HBAR, tu Tag 


5'- GGA CAG ATG ATA AAT ACA TAG GAT GGA TGG- 3' 


DNA RAT, 0.3umoa/L 引物 200pmol/L dNTPs. 


3. ARER 94% Imn, 54C 58C lmin，72% 1.5min, 30 MFE. 


13.54 vWF IÆ AE 


vWF 下 基因 座 是 位 于 von willebrand 基因 第 40 内 会 子 中 位 于 1900 ~ 200m 的 一 个 STR 
基因 座 ， 定 位 与 人 类 第 12 号 染色 体 短 辟 。 已 检 册 9 个 等 位 基因 〔 表 13 ~- 47 )， 基因 长 度 
为 154 ~ 182bp， 中 国 汉族 人 群 等 位 基因 杂 合 庆 为 0.78，DP 0.921, PE 0.581。 等 位 基因 H 
和 12 频率 为 最 高 。 这 可 能 是 由 于 vWF 下 多 态 性 起 源 于 等 位 基因 11 或 12， 在 人 类 进化 过 程 


中 ， 由 于 滑动 复制 导致 重复 单位 数目 增加 或 减少 而 逐渐 形成 更 在 这 样 的 群体 多 态 性 。 











表 13-47 vvWF 区 基因 座 的 等 悦 基 因 群 体 频率 

FARE 中 国 汉族 aE "Em 
7 0.002 
8 
9 0.090 0.038 0.19 
10 0.040 0.029 0.05 
li 0.333 0.312 0.35 
12 0.248 0.295 0.27 
13 0.093 0.157 0.06 
14 0.170 0.136 0.08 
15 0.025 0.031 
16 0.003 
RAR 0.78 
DP 0.921 
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1. 引物 序列 5'- TGT ACC TAG TTA TCT ATC CTG -3 
5' ~ GIG ATG ATG ATG GAG ACA G-3' 
2.PCR 反应 体系 ”25 由 反应 体系 ， 含 有 10ng 模板 DNA, 2.Ommol/L MgCh; 0.2jmalyL 
引物 ，200pmolLL dNTPs, 50mmol/L KCl, 1Ommol/L Tris - HCL (pH 9.0)，1%Triton X - 100, 
lu Tag DNA RGM, 
3. WEIER 94%45s, 58%1.5min, 72C1.5min, 30 个 循环 。 
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第 十 四 章 ”性 染色 体 STR 基因 座 


14.1 了 染色 体 STR # El EE 


Y 架 色 体 属 人 类 的 性 染色 体 ， 只 有 正常 男性 拥有 ， 妆 性 没有 。 以 往 Y 染色 体 -- 直 被 用 
于 性 别 鉴 定 ， 直 到 20 世纪 50 年 代 中 后 期 ， 对 立 人 染色 体 特 有 的 STR 序列 及 多 态 性 进行 了 较 
深 人 人 的 研究 ， 开 始 选 用 一 些 Y 了 染色体 上 的 STR 基因 座 进 行 个 人 识别 和 关子 鉴定 。 有 些 Y- 
STR 基因 座 已 被 列 和 常规 法 医 检 验 项 目 。 

14.1.1 了 染色体 STR EAER 

Y 染色 体 除 拟 常 染色 质 区 外 ， 大 部 分 在 减 数 分 裂 时 不 会 出 现 重 组 交换 。Y 染色 体 特异 
基因 座 上 的 等 位 基因 是 单 倍 体 ， 序 列 结构 能 够 稳定 地 由 父亲 传递 给 包子。 站 染色体 的 这 种 
特性 在 个 人 识别 、 父 权 鉴 定 中 有 一 定 意义 ， 利 用 站 染色 体 遗 传 特征 还 能 追溯 父系 的 迁移 
历史 及 重新 构建 同一 父系 家 族 。 所 有 TY- STR ERRET- RAE, 不论 它们 的 物理 
更 离 多 远 ， 均 是 连锁 和 遗传， 个体 识 别 与 盆 权 鉴定 相关 机 率 计 算 不 能 参照 常 染 色 体 的 票 计 
法 ， 只 能 以 单 倍 型 概率 计算 。 

Y- STR 基因 这 的 变异 、 突 变 率 一 般 不 超过 常 染色 体 突变 率 ， 即 使 高 度 多 态 性 的 
DYS385 和 CYA 开 基因 座 的 突变 率 也 在 常 染 色 体 突变 率 范围 内 。 与 常 染 色 体 STR 相 比 ，Y 
-STR 更 经 常 发 生 “ 无 效 等 位 基因 ”或 多 个 等 位 基因 。 如 在 一 个 父子 对 中 观察 到 三 个 
DYS19 等 位 基因 ， 在 2 个 个 体 中 观察 到 了 DYS19 的 二 重 等 位 基因 ， 在 一 个 个 体 中 观察 到 
DYS390 的 二 重 等 位 基因 ， 在 一 个 个 体 中 观察 到 DYS385 的 三 重 等 位 基因 等 。 这 些 都 可 能 是 
由 于 YY 染色 体 的 特定 结构 所 引起 。 细 胞 遗传 分 析 发 现在 YY 染色体 长 辟 上 的 异 源 染 色 区 出 
现 长 度 变化 现象 。 ` 

14.1.2 Y 染色 体 STR 等 位 基因 的 命名 

Y 染色 体 特异 STR 基因 座 等 位 基因 名 称 按 国际 法 医 血液 遗传 学 会 DNA 委员 会 (DNA 
Commission of the ISFH, 1994) 推荐 的 原则 命名 ， 并 在 1996 年 在 柏林 召开 了 第 一 届 YY 染色 
体 STR 分 型 的 学 术 会 议 ， 统 一 了 Y- STR 基因 座 等 位 基因 的 命名 原则 ， 用 可 变 重 复 序 询 的 
数目 命名 Y - STR 基因 座 等 位 基因 。 对 暂时 还 没有 完全 测 出 等 位 基因 序列 的 或 还 没有 确定 
等 位 基因 长 度 的 那些 了 T- STRs 基因 座 ， 避 直接 用 等 位 基因 的 长 度 命 名 ， 或 用 简单 的 数字 
序号 表示 ， 以 观察 到 的 最 短 的 等 位 基因 命名 为 等 位 基因 1。 


14.2 常用 的 立 染 色 体 STR 基因 座 





14.2.1 DYS19 基因 座 
”DYS19 基因 座 (GDB; 121409) ， 又 称 Y27H39， 位 于 立 染 色 体 的 短 臂 ， 重 复 序列 为 四 
BPR, 10-194 (CTAT/C) 重复 ， 已 观察 到 10 个 等 位 基因 。 常 见 等 位 基因 片段 大 小 为 
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186 ~ 206bp， 群 体 基 因 差 异 度 在 0.56 ~ 0.698。 等 位 基因 序列 结构 为 Pl (21bp) - 8bp 
(at)sagtatt (at)sagtgtt (at)sagtgttt (TAGA )tagg (TAGA), tata3lbp - p2 (19bp), 群体 分 布 频 
率 见 表 14 -~ 1。 
R 14-1 DYS19 基因 座 群 体 基因 频率 
中 国 六 族 中 国 汉 族 pHK 中 国 汉 族 中 国 汉 族 








kasa 【东北 》 (广州) (E) (CHH) CRER) 日 本 人 
13 (i86) 0.029 0.189 0.045 0.0366 0.069 0.054 
14 (190) 0.2609 0.360 0.2342 0.1707 0.2644 0.071 
15 (194) 0.2609 0.360 0.3694 0.5976 0.3908 0.457 
16 (198) 0.2998 0.072 0.2703 0.1463 0.2069 0.190 
17 (202) 0.1594 0.018 0.0811 0.0366 0.0575 0.223 
18 (206) 0.0122 0.0115 0.005 
19 (210) I 

CD iË 0.698 0.697 





1. 引物 序列 5'- CTA CTG ACT TTC TGT TAT ACT ~ 3' 
5' - ATG GCA TGT AGT CAG GAC À — 3' 

2. REER Sd 反应 体系 中 ， 合 有 lu Tag DNA RAM, 0.25umol/L 每 种 引物 ， 
200jmol/L dNTPs, 1.5mmol/L MgCl, SOmmol/L KC1, 1Ommol/L Tris HCI (pH 8.3). 

3. 扩 增 循环 参数 94% 3min 1 83, 943C30s, 51%30s, 72% 90s，30 个 循环 ; 或 
94% Imin, 56 Clmin, 72% 1min，29 个 循环 。 

14.2.2 DYS385 基因 座 

DYS385 基因 座 (GDB: 316257) 重复 序列 为 四 核 背 酸 ， 引 物 有 二 个 结合 部 位 ， 可 以 扩 
增 出 两 个 大 小 不 同 的 等 位 基因 片段 ， 片 段 天 小 在 357 ~ 405bp 之 间 。 人 得 是 此 两 个 区 的 扩 增 
片段 大 小 互相 交 灵 ， 相 互 间 无 法 区 分 。 因 此 必须 用 单 售 体 型 来 表示 ， 已 观察 到 13 种 片段 。 
群体 分 布 频率 见 表 14 - 2。 


天 14 -2 DYS385 单 情 型 组 合群 体 分 布 频 率 








单 倍 型 ”德国 人 萨克森 意大利 人 FEAA | FWE MEARE PAAR ”西班牙 人 
97/13 0.0108 12712 0.016 0.043 
9/14 0.004 12713 0.004 0.016 0.0215 
10714 0.068 0.008 0.0108 127/14 0.052 0.048 0.0645 
10/15 0.02 12/15 0.008 0.024 0.0645 
10716 0.008 12716 0.004 0.008 

10/18 0.008 . 12717 0.004 0.016 0.0215 
11/11 0.04 13⁄13 0.008 0.016 0.0215 
11/12 0.0108 13/14 0.048 0.016 0.0322 
11⁄13 0.036 0.0322 13715 0.036 0.04 0.0860 
11714 0.412 0.16 0.3226 13⁄16 0.004 0.04 0.0215 
11⁄15 0.068 0.04 0.0215 

11716 0.016 0.04 9.0430 
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aR 
1⁄7 0.016 
13⁄17 0.02 0,064 0.0108 15/19 0.004 
13/18 0.008 16/16 0.004 0.024 0.0108 
13⁄19 0.04 16/17 0.008 0.016 
13720 0.008 16718 0.028 0.032 0.0108 
14714 0.024 0.016 0.0322 16/19 0.004 0.04 
14715 0.044 0.04 0.0215 16/21 0.008 
14/16 0.008 0.048 0.0430 17/17 0.008 
14/17 0.024 0.0215 17/18 0.016 0.016 
14/18 0.016 0.0108 17/19 0.004 0.008 

















1. 引物 序列 5- AGC ATG GGT GAC AGA GCT À - 3' 
8' — GGG ATG CTA GGT AAA GCT G — 3' 

2.PCR 反 庶 体系 ”25 性 反 应 体系 内 会 lu Tag DNA RGR, 0.1 ~ 0.8 pmol/L 等 种 引物 ， 
200pmol/L dNTPs, 1.5mmol/L MgCh, SO0mmol/L KCL, 10mməl/L Tris HCI pH 8.3。 

3, 扩 增 循环 参数 ”94f3min 1 个 撒 环 ，84 和 的 8s，55 和 60s，72 和 90s，30 M. 

14.2.3 DYS389 基因 座 

DYS389 ERE AE TCTG 和 TCTA 二 种 重复 单位 的 二 个 重复 区 ， 所 有 等 位 基因 结构 为 
(TCTG), CTCTA), (48bp) (TCTG), (TECTA) p n=2~7, m=9~15, p=3, q=8- 13, Æ 
asa (TCTC) AN (TCTC), WS 端 均 含 有 一 个 共同 因 定 序列 ， 使 一 个 PCR 引物 有 二 个 

火 结 合 基 因 座 ， 可 以 扩 增 出 二 个 大 小 不 同 的 片段 ， 因 此 ， 可 将 DYS389 基因 座 分 鸭 
DYS389 | 和 DYS389 J| £B, DYS389 1 ÆRES (TCTG) p(TCTA) q， 其 等 位 基因 片 
段 比 DYS389I 基 因 座 小 100bp 以 上 。DYS389 |] 基因 座 色 含 DYS389 工序 列 ， 其 全 序列 为 
(TCTG), CTCTA), {48bp) (TCTG), (TCTA),e 

1. DYS389 I 基因 座 

DYS389 基因 座 (GDB: 366108) 重复 序列 为 四 核 苷 酸 TATC 或 表达 为 TCTA， 已 观察 
到 5 个 等 位 基因 ， 等 位 基因 片段 在 243 ~ 259bp 之 间 。 等 位 基因 序列 结构 为 Pl (25bp) 
TATC (TGTC), (TATC),ceteeeteTATCaateTATCtattTATCtage71bpTGTC43bp - p2 《20bp)， 群 体 
分 布 频率 见 表 14 -3。 
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家 14-3 DYS389 了 群体 分 布 频率 








频 率 
* la 中 国 汉 族 {广州 PB k (HIH) HHHK (WE) 
8 (243) 0.063 0.0159 
9 (247) 0.522 0.4127 0.268 
10 (251) 0.171 0.4444 0.446 
11 (255) 0.243 0.1270 5.286 
12 (259) 


分 型 方法 见 DYS389 [[ 的 分 型 方法 。 

2. DYS389 I # A% 

DYS389J 基 因 座 (GDB: 366108) 重复 序列 为 四 核 苷 酸 ， 已 观察 到 ?了 个 等 位 基因 ， 等 位 基 
因 片 断 大 小 为 359 ~ 383bp. Wolf.B (1998) 用 测序 法 及 半音 式 PCR (nested - PCR) 法 测定 重 
复 单位 具体 的 重复 数目 。 其 等 位 基因 序列 结构 见 表 14 - 4， 群体 分 布 频率 见 表 14 - 5。 

表 14~4 DYS389 了 [基因 座 序列 绪 构 (Pestoni C et al, 1998 ) 
共同 结构 
P1 (25bp) -6bp (TCTG), (TCTA),48bp (TCTG), (TCTA),152bp- p2 (20bp) 

等 位 基因 (bp) FA I 
24 (359); P1 (25bp) - 6bp (TCTG), (TOTA) nod8bp (CTCTG), (TCTA),152bp- p2 (20bp) 





25 (363): P] (25bp) -6bp (TCTG), (TCTA) dB8bp - - - - = (TCTA),152bp ~ p2 (20bp) 
26 (367): Pi (25bp) -6bp (TCTG)s (TCTA) A8bp - ~- - - {TCTA) 0 152bp - p2 (20bp) 
27 (371): P1 (25bp) -6bp (TCTG)s (TCTA) Nd8bp - - - - - (TCTA)1 152bp ~ p2 (20bp) 
28 (375): PI (25bp) -6bp TCTG)s (FCTA) 48bp - - - - - CTCTA) 152bp - p2 (20bp) 
29 (379): PI (25bp) —6bp (TCTG), CTCTA) d8bp - ~ ~ - - (TCTA) o 152bp - p2 (20bp) 


表 14-5 DYs389 开 单 体型 群体 分 布 频率 








等 位 基因 — 
中 国 汉 旋 (沈阳 》 HARE (成 都 ) HAER (WE) 
23 _ 
54 0.0952 
25 0.1429 0.107 
26 0.4286 0.069 0.339 
27 0.2698 0.023 0.196 
28 0.0635 0.3793 0.286 
29 0.2414 0.071 
30 0.2069 
31 0.0575 


32 0.023 
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(1) 引物 序列 5'- CCA ACT CTC ACT TGT ATT ATC TAT- 3 
5' - TCT TAT CTC CAC CCA CCA GA — 3' 

(2) RARR 25u 内 合 lu Taq DNA RATE, 0.1 ~ 0.8pmol/L 每 种 引物 ，200pmol/L 
dNTPs, 1,5mmol/L MgCl, 5Ommol/L KCI, l0mmoəl/L Tris HCI (pH 8.3)。 正 链 引 物 用 荧光 
染料 标记 。 

(3) PCR 扩 增 循环 条 件 94% 3min 1 个 循环 ， 94% 15s, 58% 20s, 72% 20s, 54E 
EF), 94% 15s, 54%C20s, 72%C20s, 30 个 循环 。 

14.2.4 DYS390 基因 座 

DYS390 基因 座 (GDB: 366115) 为 四 核 背 酸 重 复 序列 ， 重 复 序列 为 CTGAAT 或 表达 为 
TCTGAA, 已 观察 到 10 个 等 位 基因 ， 重 复数 目 为 18 ~ 27， 常 见 等 位 基因 片段 大 小 为 203 ~ 
227bp， 其 常见 等 位 基因 序列 结构 见 表 14 - 6， 群 体 分 布 频率 见 表 14 ~- 7。 

Æ 4-6 DYS390 基因 座 的 测序 数据 (Pestoni C et al, 1998 ) 
共同 结构 
Pit23bp) - 26bp{ TCTA)2(TCTG)nCTCTA)mTCTG(TCTA)4TCA(TCTA)2 29bp - P2(20bp) 


等 位 基因 (bp) 序列 
21{204) :P1(23bp) - 26bp{ TCTA), (TCPC), (TCTA)s TCTC(C TCTA) A TCAC TCTA), 29bp - P2(20bp) 





22{208):P1(23bp) — 26bp- - — — — CTCTG) (TECTA) - =- -~ -- 29bp - P2(20bp) 
23{212):P1(23bp) -26bp- - - — - (TCTC)a(TCTA)o------------ 29bp ~ P2(20bp) 

Pi(23bp) -26bp- ~ — -- (TCTO) TCTA)S- ----=------ 29bp - P2(20bp) 
24{216) :Pl1(23bp) ~ 26bp- ~ = ~ ~ CTETG)(TCTA) ------------ 29bp - P2(20bp) 
25(220) :P1(23bp) - 26bp- - - - - (TCTG)(TCTA) = ----------- 29bp - P2(20bp) 


表 14-7 DYS390 基因 座 群 体 分 布 频率 





等 位 基因 中 国 汉 族 ( 华 北 ) 中 国 汉族 (广州 ) 中 国 汉族 (成 都 } 中 国 维族 (新 疆 ) 德国 人 
21 0.0103 0.027 0.018 0.008 
22 0.0206 0.099 0.0366 0.054 0.084 
23 0.3916 0.468 0.4878 0.196 0.256 
24 0.3814 0.279 0.3292 0.429 0.328 
25 0.1549 0.126 0.1098 0.286 0.304 
26 0.0412 0.0366 0.018 0.02 


i. 引物 序列 5'- TAT ATT TTA CAC ATT TIT GGG CC - 3' 
5' — TGA CAG TAA AAT GAA CAC ATT GC- 3' 
2. 反应 体系 EdE, S lu Tag DNA 聚合 酶 ,0.1 ~ 0.8 pmol/L 每 种 引物 ， 
200 pmol/L dNTPs, 1. Smmol/L MgCl, ,50mmol/L KC1, 10mmol/L Tris HCI(pH 8.3), 
3.PCR 扩 增 御 环 参数 94% 变性 3min Jñ ,94% 15s,58% 20s,72% 20s,5 个 循环 ;94 爷 
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15s,54%20s ,72%20s,30 个 循环 。 或 先 04C 3EEFE 3min, 然 后 94% 1min,55“C 40s,70% 40s, 循 


环 32 次 。 
14.2.5 DYS391 基因 座 


DYS391 基因 座 重 复 序 列 为 四 核 背 酸 ,X.Y 染色 体 上 均 有 此 基因 座 的 多 态 性 ,等 位 基因 
片段 大 小 在 279 ~ 291bp 之 间 , 已 观察 到 5 个 等 位 基因 。 男 性 群体 分 布 频率 见 表 14 -~ 8。 


表 14-8 DYs391 群体 分 布 频率 








等 位 基因 PARRER) 中 国 汉 族 (成 都 ) 中 国 汉族 (成 都 ) 泰国 人 日 本 仙台 人 
6 0.009 

9 0.018 0.0805 0.06 0.0446 
10 0.7117 0.7126 0.78 0.8929 
11 0.2613 0.2069 0.17 0.0536 
12 0.02 0.0089 


1. 引物 序列 5'- GAT TTC AAT CAA TCA TAC ACC CÀ — 3' 
5' - GAT TCT TTG TGG TGG GTC TG - 3' 
2. RRR 在 2 反应 体系 内 ， 人 会 lu Tag DNA RG, 0.1~0.8 fpmaotL 每 种 引 
物 ，200 pmol/L dNTPs, 1.5mmol/L MgCl, SOmmol/L KCI, i0mmol/L Tris HCI (pH 8.3), IE 


链 引 物 用 荧光 染料 标记 。 


3. 扩 增 循环 参数 ”94 宛 3min 1 个 循环 ; 94% 15s, 58% 20s, 72C - 208，5 个 循环 ; 
94% 15s，54%20s，72%20s，30 循环 周期 。 或 94% Imin, 56% 30s, 72%Cl1min, 28 个 循 


环 。 
14.2.6 DYS392 基因 座 


DYS392 基因 座 重复 序列 为 三 核 背 酸 ， 7 ~ 16 个 ATT 重复 ， 已 发 现 切 个 等 位 基 困 ， 片 


段 大 小 在 239 ~ 260bp 之 间 。 群 体 分 布 频率 见 表 14 - 9。 


3 14-9 DYS392 群体 分 布 频率 








等 位 基因 中 国 汉族 GE) ”中 国 汉 族 (成 都 日 本 人 泰国 人 
7 0.005 
8 0.005 
9 0.000 
10 0.009 0.0115 0.085 
11 0.1622 0.0805 0.530 0.24 
12 0.1351 0.0345 0.145 0.12 
13 0.2973 0.2759 0.205 0.38 
14 0.3333 0.5517 0.020 0.26 
15 0.0541 0.0460 0.000 
16 0.009 0.005 
17 
GD Ë 0.65 
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1. 引物 序列 5 -TCA TTA ATC TAG CTT TFA AAA ACA A-3 
5’ — AGA CCC AGT TGA TCC AAT GT -3' 

2. 反应 体系 E 25a 反应 体系 内 ， 合 lu Tag DNA RA, 0.1 ~ 0.8 pmol/L 每 种 引 
$% , 200 pmol/L dNTPs, 1.5mmol/L MgCh, 50mmol/L KC], 10mmol/L Tris ~ HC] (pH 8.3) a 

3. 热 循环 参数 ”94 和 3min 1 个 循环 ; 94% 15s, 58% 20s, 72C 20s，5 个 循环 ; 94% 
15s, 5420s, 72%20s, 30 个 循环 。 

”14.2.7 DYS393 基因 座 

DYS393 基因 座 (GDB: 456649) 为 四 核 苷 酸 重 复 序列 ， 等 位 基因 片段 长 度 在 120 ~ 
132bp 之 间 ， 已 观察 到 6 个 等 位 基因 。 其 等 位 基因 序列 结 略 为 PE (24bp) - (AGAT), 
(ATGE) 17bp - P2 《22bp)， 和 群体 分 布 频 率 见 表 14 - 10。 和 浊 色 体 上 也 有 此 基因 座 ， 而 且 
义 、Y 了 染色 体 的 扩 增 产物 片段 范围 一 致 。 


表 14- 10 DYS393 基因 座 群 体 分 布 频率 








等 位 基因 PERE (A) PERE {成都} 中国 汉族 {成 都 ) ZEA 
18 

11 {115) 0.009 0.0115 

12 (119) 0.4414 0.4828 0.4268 0.28 
13 (123) 0.3063 0.3333 0.2927 0.42 
14 (127) 0.1712 0.1149 ' 0.2073 0.24 
15 (131) 0.0541 0.0575 0.0732 0.06 
16 (135) 0.018 


1. 引物 序列 5'- GTG GTC TTC TAC TTG TGT CAA TAC -3' 
S' -AAC TCA AGT CCA AAA AAT GAG G - 3' 

2.PCR 反应 体系 ”25 岂 反 应 体系 内 合 lu Tag DNA RAW, 0.25 pmol/L 每 种 引物 200 
pmol/L dNTPs, I.5mmol/L MgC, 50mmol/L KCL, 10mmol/L Tris - HCL (pH 8.3)。 

3. 热 循环 参数 94%3min 1 PIEM, 9415s, 5820s, 72%20s, 30 个 循环 。 

14.2.8 DXYS156Y 基因 座 . 

DXYS156Y 基因 座 重 复 序列 为 五 核 苷 酸 ， 等 位 基因 长 度 在 150 ~ 260bp 之 间 。 其 等 位 基 
因 群 体 分 布 频率 见 表 14 - 11. 


3 14-11 DXYS156Y 等 位 基因 群体 分 布 频率 





等 位 基因 泰国 人 库尔德 人 
7 
8 
9 0.0198 
EQ 
11 0.14 0.1287 
12 0.56 0.8515 
13 0.14 


14 0.16 
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1. 引物 序列 5 -GTIA GTG GTC TTT TGC CTCC- 3 
5'- CAG ATA CCA AGG TGA GAA TC- 3' 

2.PCR 有 反应 体系 25d 反应 体系 内 会 lu Tag DNA RER, 0.25pm L 每 种 引物 ，200 
pmol/L dNTPs, 1.5mmol/L MgCh, 50mmol/L KCL, 10mmol/L Tris - HCL (pH 8.3), 

3. 扩 增 循环 参数 TEE 3min A, 94*C15s, 5820s, 722205, 30 个 循环 。 

14.2.9 A10 AE 

A10 (G42674) 基因 座 是 1999 年 发 现 的 一 个 TY- STR 基因 座 。 其 核心 序列 为 单一 的 
TATC 的 四 核 苍 酸 序列 ， 对 PCR 扩 增 产物 进行 序列 分 析 ， 发 现 A10 基因 座 的 基本 结构 为 ， 

S'- P1 (28bp) -46bp- (TATC),- 16bp - P2 (24bp) - 3。 其 等 位 基因 群体 分 布 频 
率 见 表 14- 12。 


表 14-12 AI0 基 因 座 等 位 基 央 群体 分 布 频率 




















等 位 基因 FERE (bp) 一 

中 国 汉族 日 本 人 
10 154 0.009 
il 158 0.01 0.036 
12 162 0.48 0.450 
13 166 0.31 0.378 
14 170 0.12 0.099 
15 174 0.07 0.018 
16 178 0.01 0.009 
GD 0.6505 0.64 





1. 引物 序列 5'- CCT GCC ATC TCT ATT TAT CTT GCA TAT A-3' 
5' - ATA AAT GGA GAT AGT GGG TGG ATT -3 

2,PCR 反 应 Eloa KO yK 38 h, AH 8mmol/L Tris- HC (pH8.3), 40mmol/L KCI, 
1.5mmol/L MgCh, 0.16mmol/L dNTPs, 800ng/ml BSA, lu 金牌 Taq DNA RAM, 0.2umol/L 
的 每 一 种 引物 ，lpl Chelex - 100 ERR. 

3. 热 循环 参数 ”95 乞 变性 10min Fr, 94C30s, 58%30s, 7230 s, MIR 5 W; 94% 
30s，56%30s，72430s8， 循 环 30 次 ， 最 后 60 C30min, 4C E 4 , 
 14.2.10 C4 基因 座 

C4 (G42674) BHEE 1999 年 发 现 的 一 个 Y- STR 基因 座 。C4 基因 座 的 基本 结构 为 ; 
5'- Pl (26bp) - 70bp — (TATC), (TATG), (TATC), (TATG), (TATC), - 49bp - P2 
(29bp) ~ 3', 

重复 序列 虽 有 二 种 序列 ， 但 有 变化 的 为 单一 的 TATC 的 四 核 昔 酸 序列 。 其 等 位 基因 和 群 
体 分 布 频率 儿 表 14 - 13。 
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表 14-13 C4 基因 座 等 位 基因 群体 分 布 频率 


























B L En e 频率 
等 位 基因 “ 片段 长 麻 (bp) FAAK - 日 本 大 
9 w 0.009 
10 246 0.01 0.027 
H 250 0.11 0.288 
12 254 0.31 0.468 
13 258 0.30 0.135 
14 262 0.17 0.045 
15 266 0.06 0.009 
16 270 0.03 0.009 
17 274 0.009 
18 278 0.01 
GD 7 0.7659 I 0.68 





1. 引物 序列 5'- AGT GTC TCA CTT CAA GCA CCA AGC AG — 3' 
5' -GCA GCA AAA TTC ACA GTT GGA AAA ATG T-3' 

2.PCR 反应 在 10 由 反应 体系 中 ， 仿 有 8mmol/L Tris = HC] (pH8.3), 40mmo/L KCL, 
1.5mmol/L MgCl ，0.16mmolzL dNTPs，800ng/ml BSA, tu 金牌 Tag DNA RATE, 0.2umol/L 
的 每 一 种 引物 ，11 Chelex - 100 提取 液 。 

3. 热 循 环 参 数 95% l0min MER, 94C30s, 5830s, 72% 30s, WIF 5 次; 94% 
30s, 56%30s, 7230s, 循环 30 次， 最 后 60C30min，4 宛 保存 。 

14.2.11 A7,1 基因 座 

A7.1 (G42674) AEE 1999 年 发 现 的 一 个 立 - STR 基因 产 。 其 核心 序列 为 GATA, 
等 位 基因 片段 长 度 为 161 ~ 181bp。 共 等 位 基因 群体 分 布 频 率 见 表 14 - 14。 


表 14-14 各 .1 基因 座 等 位 革 因 群体 分 布 频 率 




















等 位 基因 汉族 壮族 
7 0.04 0.0 
8 0.16 0.00 
9 0.34 0.22 
10 0.34 0.56 
li 0.12 0.20 
12 0.00 0.01 
GD 0.7272 0.5978 





1. 引物 序列 5' -CAA ATT TGC CAA ACT CTT TC — 7 
5' -TCT ATC CTC TGC CTA TCA TTT ATT A -3' 
2.PCR 反应 在 10xl 反 应 体系 中 ， 全 有 8%nunol/L Tris- HCL (pH8.3), 40mmol/L KCL, 
1.5mmol/L, MgCl, 0.16mmol/’L dNTPs, 800ng/ml BSA, lu 金牌 Tag DNA RAM, O.2umol/L, 
的 每 一 种 引物 ，1pl Chelex - 100 提取 液 。 
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3. WIIS 的 和 10min Ji, 94%30s, 56%30s, 7230 s， 循 环 35 次 ， 最 后 60 


45$min ，4 和 保存 变性 。 
14.2.12 A7.2 EAE 


A7.2 (G42671) 基因 库 是 1999 年 发 现 的 一 个 Y- STR 基因 座 。 其 核心 序列 为 CATA, 
等 位 基因 片段 长 度 为 161 ~ 181pp。 其 等 位 基因 群体 分 布 频率 见 表 14 - 15. 


表 14-15 &A?.1 基因 座 等 位 基因 群体 分 布 频 窜 














等 位 基因 汉族 壮族 

8 00 0.00 

9 0.02 0.07 

10 0.20 0.45 

"1 0.31 0.33 

12 0.23 0.13 

_ 13 0.02 0.02 
GD 0.6458 0.664 


1. 引物 序列 5'- AGG CAG AGG ATA GAT GAT ATG GAT -3 
5' TIC AGG TAA ATC TGT CCA GTA GTGA - 3' 


2.PCR 反应 在 10 贞 反应 体系 中 ， 含 有 8mmolL Fris- HCL (pH8.3), 40mmol/L KCL, 
1.5mmal/L MgC1,, 0.16mmol/L dNTPs，800ng/ml BSA, lu 金牌 Tag DNA RAM, 0.2umol/ L 


的 每 一 种 引物 ，1lnl Chelex - 100 提取 液 。 


3. HMAK 950A PE 10min A, 94C30s, 5630s, 72030 s， 循 环 35 次 ， 最 后 


60 GA5min, 44826, 

14,2,13 A4 (G42670) 基因 座 
核心 序列 为 AGAT， 扩 增 片段 长 度 为 239 ~ 251bp， 重 复 单 位 数 为 19 
1. 引物 5- TCG ACT CGG TAC CAC TIC CTA GCT TIT C-3 

5- TGG CTT CGA ATT CTT TTA CCC ATC ATC T - y 
2.PCR 扩 增 条 件 同 Al10 基 因 座 。 
14.2.14 H4 (G42676) 基因 座 
核心 序列 为 GATA， 扩 增 片段 长 度 为 356 ~ 372bp， 重 复 单位 数 为 26 
1 引物 5- TCG ACT CGG TAC CAC TTC CTA GGT TIT C - 3 

$5- TGG CTT GCA ATT CTT TTA CEC ATC ATC T - 3 
2,PCR 扩 增 条 件 E A10 基因 座 。 
14.2.15 DYS434 基因 座 
核心 序列 为 ArCT， 片 段 长 度 为 110 ~ 122bp， 重 复 单位 数 为 8~11。 
1. 引 物 5- CAC TCC CTG AGT GCT GGA TT -— 3 

5- GGABGATBGAABTGA ATG GAT GGA — 3 


~ 22, 


~ 30, 


2. 反应 体系 25 间 反应 体系 中 ， 含 有 1x PCR 缓冲 液 ，200pmolyL dNTPs, 1.5mmol/L 


MgCl, lu Gold Taq DNA RAM, 0.4pmol/L 每 种 引物 Sng DNA. 


3, 循环 参数 94 和 10min Fç, 9430s, 56%30s, 7230s, RII 30 次 ， 最 后 60C 


310 法 医 DNA 分 析 





30min。 
14.2.16 DYS435 基因 座 
核心 序列 为 TGGA， 片 段 长 度 范围 为 218 ~ 222bp， 重 复数 为 15 ~ 16。 
1. 引物 5- AGC ATC TCC ACA CAG CAC — 3 
5 TTC TCT CTC CCC CTC CTC TC -了 
2.PCR 扩 增 条 件 同 DYS434 基因 座 。 
14.2,17 DYS436 基因 座 
核心 序列 为 GTT， 片 段 长 度 为 130 ~ 133bp。 
1. 引物 了 -CCA GGA GAG CAC ACA CAA AA — 3 
5— GCA ATC CAA CTT CAG CCA AT- 3 
2.PCR 扩 增 条 件 ” 同 DYS434 基因 座 。 
14.2.18 DYS437 基因 座 
核心 序列 为 TCTAZTCTG， 结 构 为 (TCTA) n (TCTG)》 m (TCTA) 423bp (TCTA) 2, 
n=8~11, m=1-2, EK HE EDS 184 - 192bp。 
L. 引物 5- GAC TAT GGG CGT GAG TGC AT - F 
5- AGA CCC TGT CAT TCA CAG ATG A-7 
2.PCR 扩 增 条 件 Fd DYS434 基因 座 。 
14.2.19 DYS438 基因 座 
核心 序列 为 TTTTC， 长 度 范围 为 216 - 236bp， 重 复 单位 数 为 9 ~ 13 
1. 引物 5- TGG GGA ATA GTT GAA CGG TAA -3 
F- GTG GCA GAC GCC TAT AAT CC -了 
2.PCR 扩 增 条 件 同 DYS434 基因 座 。 
14.2.20 DYS439 基因 座 
核心 序列 为 AGAT， 片 段 长 度 范围 为 240 ~ 248bp， 重 复 单位 数 为 19 ~ 21。 
1. 引物 5- TCC TGA ATG GTA CTT CCT AGG TTT - 3 
5 — GCC TGG CTT GGA ATT CTT TT - 3' 
2.PCR 扩 增 条 人 忻 同 DYS434 基因 座 。 
A7.1, A7.2, Al1O0, C4, H4, DYS438 和 DYS439 基因 座 可 以 复合 在 一 起 组 成 7 重复 合 
扩 增 。 在 25jl 反应 体系 中 ， 合 有 1 x PCR 缓冲 液 ，200pmol/L dNTPs, 2.0mmol/L MgCl, 2u 
Gold Taq DNA RAW, Sng DNA， 每 个 基因 座 的 浓度 分 别 是 1.8pmol/L (A7.1), 0.088mol/L 
(A7.2) Æ AE 0.12umol/L (A10), 0.08umol/L (C4), 0.12pmol/L (H4), O.6umol/L 
(DYS438) 和 0.32jmolL (DYS439) 。 
循环 参数 94 l10min E, 94%C1min, 64 1min, 68 C2min, iB J B HFE 0.5 和 /循环 降 
E., HER 120. BA, 94% 1min, 58C1min, 68SC2min,, MI 18 次 ， 最 后 60 C30min, 
DYS436, DYS435, DYS436 和 DYS437 基因 座 可 以 复合 扩 增 。 扩 增 反 应 条 件 同 上 述 6 
重复 合 扩 增 体系 ， 引物 浓度 分 别 是 0.2pmol/L (DY5434)，0.05pmol/L ( DYS435), 
0.05pmol/L (DYS436), 0.2pmol/L (DYS437), 
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14.3 常用 站- STR SE PE A 63 (组 ) 群体 数据 


H T Y Se &4EH1 6 98 X 1 REEE, Y 特有 的 SYR 基因 座 为 父系 遗传 且 相 
互 连 锁 ， 以 等 位 基因 单 倍 型 表达 遗传 莹 异性 。 在 82 名 成 都 汉族 个 体 的 5 个 站- STR EAR 
DYS19 (6 个 等 位 基因 ) DYS389 (4 个 等 位 基因 )、DYS390 (5 个 等 位 基因 )、DYS391 (4 
个 等 位 基因 )、DYS393 (4 个 等 位 基因 ) 只 观察 到 58 种 单 倍 型 ， 有 47 种 单 倍 型 在 所 调查 
的 人 和 群 中 只 出 现 一 次 ， 有 11 种 单 伴 型 至 少 出 现 二 次 或 二 次 以 上 ， 出现 频率 最 高 (67/82) 
的 只 有 一 个 单 倍 型 〔 优 一 平等 1999)。 在 I 名 广州 地 区 汉族 个 体 的 8 个 Y- STR 基因 座 
DYS19. DYS389 I/I. DYS390. 、DYS391 、DYS392 DYS393. DYS385 观察 到 110 种 单 倍 型 
( 庚 双 柏 等 )， 同 样 地 在 100 名 意大利 人 的 8 个 了 -STR 基因 座 DYS19 (4 个 等 位 基因 )， 
DYS3891I (4 个 等 位 基因 ) ¿H (6 个 等 位 基因 )、DYS390 (5 个 等 位 基因 )、DYS391 (4 个 
等 位 基因 )、DYS392 (5 个 等 位 基因 )、DYS393 (4 个 等 位 基因 )、DXYS156 (2 个 等 位 基 
因 ) 观察 到 71 种 单 倍 型 ， 有 15 种 单 倍 型 至 少 在 2 名 以 上 合体 存在 ， 一 个 单 倍 型 最 多 为 13 
个 个 体 共有 《Rossi 下 ，1998) 。 单 倍 型 的 这 种 群体 分 布 情况 见 表 14- 16， 表 14- 17。 

W ]4-i65 Y-STR 基因 座 群 体 单 倍 型 组 全 











观察 yg T TE 
群体 个 体 Y -STR 基因 座 单 倍 型 型 数 HRT 参考 文献 
数 体 数 
汉族 112 DYS19- DYS389 I/I - DYS390 - DYS391 - 110 2 I! 
(MH) DYS392 — DYS393 - DYS385 唐骏 柏 等 ( 待 发 表 ) 
汉族 82  DYSI9- DY9389 — DYS390 ~ DYS391 - DYS393 58 6 jJ — E 9841999) 
CREE) 
泰国 人 50 DYS19 - DSYSIS6Y - DYS389 (m,n, pg) - M 3 Horst B (1999) 
' DYS390 - DYS394 - DYS392 - DYS393 : 
EREA 101 DYS19 - DSYS156Y - DYS389 (m,n,p, q) - 82 10 
BrinkmannC (1999) 
DYS390 ~ DYS391 ~ DYS392 ~ DYS393 
意大利 A 125 DYS19- DYS389 I/I - DYS390 - DYS391 - 117 2 CagliaA (1998) 
中 南部 DYS392 ~ DYS393 - DYS385 
意大利 人 10 DYS19- DYS389 [ /[] - DYS390 - DYS391 - 71 13 Rossi E(1998} 
Modena 区 DYS392 - DYS393 - DXYS156 
德国 人 250 DYS19- DYS390 - DYS389 F/I - DYS385 164 16 Lessig R( 1998) 
Saxony ， 
德国 人 102 DYS19 -~ DYS389 I/I - DYS390 - DYS3393 56 13 Junge A( 1998) 
波恩 地 区 
mm 14-17 7 个 基因 座 在 9 个 人 群 了 染色 体 单 情 型 资料 
中 国 WHA 荷兰 人 德国 人 巴 斯 ĦA Imis 苏 里 {4 — Comb 
汉族 《Khalkh} WA MA 《格陵兰 ) WA XA 
个 体 数 36 40 88 70 30 63 62 54 31 474 
单 们 型 数 34 29 65 63 17 40 22 47 1R 301 


识别 率 品 94.4 72.5 73.9 0.0 56.7 63.5 35.5 80 58.1 一 
HER 0.99 097 0.98 099 094 098 09 099 0.95 _ 
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14.4 立 染色 体 特 异 STR 基因 座 在 法 医 鉴 定 中 的 应 用 


1. 男女 混合 斑 检 验 

性 犯罪 案件 中 ， 罪 犯 的 精液 与 受害 者 的 细胞 成 分 常 呈 混 合 斑 迹 。 虽 然 吕 以 利用 差异 弄 
解 的 办 法 使 精子 细胞 与 女性 成 分 分 离 ， 但 有 时 仍 会 发 生 在 精子 DNA 提取 液 中 残留 有 女性 
物质 。 还 有 部 分 案件 材料 是 男女 混合 血 波 或 唾液 时 ， 不 可 能 用 差异 裂解 法 分 离开 男女 性 
DNA， 而 虚 用 了 染色 体 特异 STR 基因 座 分 析 ， 可 以 很 简单 地 确定 男性 的 单 倍 型 。Y 染色 体 
特异 的 STR 基因 座 多 态 性 分 析 和 常 染色 怀 STR 分 析 不 同 ， 即 使 是 较 太 量 的 女性 DNA 成 分 
也 不 抑制 Y 特异 的 STR 等 位 基因 的 扩 墙 。 例 如 在 由 男性 和 女性 混合 物 中 ， 检 验 男 性 
DYS19. DYS390. DYS389 I/I ÆA, TAERE 1⁄2 000 H, BÆ 800ng 的 女性 
DNA 中 只 有 400pg 的 男性 DNA 时 ， 也 能 确定 出 男性 的 等 位 基因 ; 而 对 照 的 常 染 色 怀 STR 
系统 如 YWA 基因 座 ， 只 有 男性 成 分 超过 1720 ~ 1⁄0 以 上 上 的 比例 时 ， 才 能 确定 男性 的 型 
别 。 对 了 染色 体 特异 STR 基因 座 的 检验 ， 为 性 犯罪 案件 中 混 有 被 害 者 女性 DNA 的 精 班 或 
其 他 男性 血液 /体液 与 玄 性 血液 /体液 的 混合 斑 物 证 检验 ， 提 供 了 分 析 方 法 。 

2, 父子 关系 鉴定 

Y-STR 多 态 性 是 父系 遗传 ， 因 此 在 父 权 鉴定 中 具有 实际 意义 。Y - STR 在 父 于 关系 鉴 
定 中 的 平均 排除 概率 和 个 人 识别 概率 是 相同 的 。 因 此 ，Y — STR 座位 连锁 的 针 态 性 与 常 染 
色 体 基因 座 相 比较 ， 具 有 较 高 的 排除 能 力 。Y - STR 的 父系 遗传 特征 在 被 指控 的 父亲 不 能 
受 检 验 的 亲 权 关系 鉴定 中 ， 可 能 提供 有 用 的 相关 信息 ， 例 如 被 指控 的 父亲 已 绎 去 淫 ， 可 以 
考虑 采用 该 家 庭 中 同一 父系 的 男性 亲 访 血样 代替 他 作 检 验 ， 提 供 关 于 他 的 染色 体 分 子 
结构 的 全 部 信息 。 如 果 男 孩 的 了 染色 体 与 被 指控 父亲 的 兄弟 、 极 侄 的 了 染色体 STR 型 不 
相同 ， 显 然 可 以 排除 。 

3. Fl tE ki p (BE) 分 析 

如 精液 - 精液 day - 血液 、 血 液 - 唾液 等 不 同 男性 个 体 的 混合 物 ， 提 取 的 DNA 显 
然 是 多 个 体 混 合 材料 ， 不 同 个 体 常 染色 体 基因 座 的 DNA 很 难 区 分 ， 些 时 检验 站 染色 体 特 
异 遗 传 标记 可 能 有 所 帮助 。 便 如 轮奸 案件 中 的 精 广 ,检验 了 染色 体 特异 的 STR 基因 座 常 
常 可 以 确定 精 滚 殿 者 的 人 数 。 此 时 虽然 不 能 从 福 合 物 分 析 中 直接 推断 出 各 个 强奸 犯 的 单 售 
型 ， 但 可 以 在 对 混合 物 和 嫌疑 人 的 单 们 型 分 析 直 接 比 对 时 ， 有 望 获得 罪犯 的 线索 。 

在 个 体 识别 中 ， 当 采用 多 个 染色体 特异 STR 基因 座 进 行 检验 时 ， 联 合 识别 力 可 能 
很 高 。 但 Y- STR 基因 座 等 位 基因 是 单 倍 体 ， 各 基因 座 的 遗传 是 连锁 的 ; 同一 父系 的 男 
性 ， 具 有 同样 的 单 倍 型 ， 因 此 站 - STR 多 态 性 作 个 人 识别 有 一 定局 限 性 。 有 实际 意义 的 是 
Y- STR 单 倍 型 不 一 致 时 ， 可 以 作出 否定 的 结论 。 


14.5 外 染色体 STR 

X #f Ypk, MEERE, BEA XY, ZEA X. B xX REAR H 
亲 ， 与 父亲 无 其， 并 将 多 染色 体 传 递 给 女儿 。 率 性 的 二 个 处 一 个 来 自 父 末 ， 一 个 来 自 母 
亲 。 父 亲 的 科 员 传递 给 女儿 ， 传 递 给 儿子 是 了 ， 而 母亲 的 2 个 多 染色 体 中 任 1 个 均 有 可 能 
或 传递 给 儿子 或 传递 给 女儿 。 所 以 , X 妆 色 体 的 遗传 噬 不 同 子 常 桨 色 体 ， 也 不 同 于 了 染色 
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体 。 性 染色 体 上 等 位 基因 的 传递 均 表现 为 性 连锁 (sex - linked) WARE, MAF RE 
体 的 等 位 基因 传递 ， 表 现 为 交叉 传递 。X 染色 体 的 STR 基因 座 ， 正 常务 性 个 体 只 有 一 个 等 
位 基因 一 条 带 ， 女 性 有 二 个 等 位 基因 ， 如 二 个 等 位 基因 不 相同 ， 表 现 为 二 条 带 ， 如 二 个 等 
位 基因 相同 则 表现 为 一 条 带 。 

目前 已 报道 了 数 个 X - STR 基因 座 多 态 性 ， 如 HumDXS6807 ( DXS6807). HUMARA 
(AGC). HUMHPRTB 等 基因 座 。 








14.6X 染色 体 的 STR 基因 座 


14.6.1 HumDXS6807 #t A PE 

HumDXS6807 基因 座 (CDB: GOO- 365 - 390) 定位 于 Xpter - Xp22.2， 和 HumARA， 
HumHPRTB 基因 座 不 连锁 ， 与 此 两 基因 椅 的 遗传 距离 分 别 为 87 cM 和 15lceM。 表 14 - 18 为 
群体 数据 。 


表 14-18 德国 人 HumDXs60807 基因 座 群 体 数据 

















等 位 基因 长度 (bp) FER 频 OE 纯 台 于 女性 ”总 等 位 基因 比例 MO X 
At o tE er 
11 251 114 25 0.49+0.014 65 409 0.496 + 0.012 
12 255 4 M 003+0.04 0 18 0.022 + 0.004 
13 259 3 6 Coo+0008 9 0.011 + 0.003 
14 263 48 145 0.235+0.012 — 16 193 0.234 + 0.010 
15 267 32 134 028+0.012 12 166 ` 0.201 + 0.010 
16 m 6 15 004+004 0 21 0.025 + 0.004 
17 275 2 7 _ 001+r003 0 9 0.011 +0.008 
> :29 27:616 2:93 2:825 


AEE: 引物 1- N49- (GATA) - GTAATGA- (GATA) 2-CAC- (GAATA) n- TGT- 引物 2n=11~17 


1. 引物 序列 5'- GAG CAA TGA TCT CAT TTG CA -3 
5'— AAG TAA ACA TGT ATA GGA AAA AGC T-3' 

2. RARE 在 2 由 反应 体系 中 5 l0ngDNA，lu Tag DNA RAW, 0.25pm L 
每 种 引物 ，150umol/L dNTPs, 50mmol/L KCl, 10mmol/LTris ~ HC] (pH9.0), 1.5mmol/L Mg- 
Eho I! l 

3. 循环 参数 MAC3min, 1 R, 94%230s, 51% 30s, 72 T 75s, 2 个 循环 ， 最 后 
72 6min, 

14.6.2 HUMARA (ACC) 基因 座 

HUMARA (AGC) 基因 座 是 andmgen 受 体 ， 定 位 于 人 类 染色 体 Xcenql3oM， 重 复 序 列 
为 AGC, 已 检测 15 个 等 位 基因 ， 等 位 基因 片段 为 263 ~ 308bp。 中 国 汉族 人 群 基因 频率 分 
布 见 表 14 - 19, 
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3 14-19 HUMARA (AGC) 基因 座 等 位 车 因 分 布 频率 





等 位 基因 中 国 汉族 
263 0.0087 
269 . 0.03478 
272 0.0087 
275 0.0000 
278 0.01739 
281 0.0087 
284 0.1217 
287 0.1391 
290 0.127 
293 0.1217 
296 0.0608 
299 0.07826 
302 0.07826 
305 0.06957 
308 0.06087 

REE 0,89 
DF 0.9051 





1. 引物 序列 5' -TEC AGA ATC TGT TCC AGA CGT GC- 3' 
5' — TTA CCC GTG CTG TGC AGG TTG CTG TIG CTC AT-3' 

2.PCR 反应 体系 ”50pl 或 20pl 反应 体系 ， 含有 50mmol/L KC, 10mmo/L Tris - HCL 
(pH8.3), 1.5mmol/L MgCL, 0.001mg/mL H HRE, 62.5umol/L dNTPs, 0.24pm L 每 种 引 
物 ，Taq DNA RAM O0, Sus 

3 PCR 热 循 环 参数 95T 45s, 65% 30s, 72% 30s, 25 453858. 72% 延伸 Smin。 

14.6.3 HUMHPRTB 基因 座 

HUMHPRT # [Ñ E kt: A K B£ ES bd g BS x 93 $£ 3⁄2 Na dk: (human hypoxanthune phosphoribo- 
syltransferase gene), SE y + À Wih Xq26.1， 核 心 序列 为 AGAT, 已 发 现 12 个 等 位 基因 
( 表 14 -20)， 片 段 长 度 范 围 为 257 ~ 303bp。 


家 14-20 HUMHPRT ÆA ES iE 

















等 位 基因 有 * 
匈牙利 人 美国 白人 美国 黑人 

7 0.005 0 

8 0.005 0.000 0 

9 0.020 0.028 0.023 
10 0.005 0.031 0.018 
10M 0.005 

11 0.132 0.136 0.106 


[2 D.353 0.341 0.349 
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ER 
13 i I 0.284 g 0.29 ü l l 0.211 I E 
14 0.137 0.150 0.202 
15 0.054 0.047 0.073 
16 0.005 0.014 0.018 
杂 合 度 0,7346 0.7073 


1. 引物 序列 5'- ATG CCA CAG ATA ATA CAC ATC CC -3 
5' — CTC TCC AGA ATA GTT AGA TGT AGG -3' 

2.PCR 反应 体系 15d 反应 体系 ， 含 有 10 ~ 50ng 模板 DNA, 50mmoəl/L KC, tOmmol/L 
Tris- HC] (pH 8.3), 1.5mmol/L MgCl, 0.001mg/mL A EHRE, 200pmol/L dNTPs, lnmol/L 
每 种 引物 Tag DNA EAR 0.50 

3.PCR 热 循 环 参 数 95% 45s, 55%; 45s, 72% 2min, 30 个 循环 。 

14.6.4 DXS6799、DXS6804、DXS7132 基因 座 

X- STR 座位 DXS6799 、DXS6804 和 DXS7132 在 汉族 人 群 分 别 检 出 6,，5 和 5 个 等 位 基 
Ao AAMEN ALR 14-21, 

表 14-2i 汉族 女性 DXS6799. DXS6804. DX57132 基因 座 等 位 基因 频率 分 布 














DXS6799 DXS6804 DXS7132 

FE K: 基因 频率 HE KA 基 内 频率 FERD AHE 
252 0.0096 173 0.545 283 0.2328 
256 0.0768 177 0.2182 287 0.4569 
260 0.2788 I81 0.3091 291 0.1810 
264 0.3461 185 0.2272 295 0.1207 
268 0.2596 189 0.1909 299 0.0086 
272 0.0288 

1. 引物 序列 


(1) DXS6799 5'- ATG AAT TCA GAA TTA TCC TCA TAC C -3 
5'— GAA CCA ACCTGC TTT TCT GA ~- 3' 

(2) DXS6804 5'-— CCC AGA TAT TTT GAC CAC CA -3' 
5' - GGC ATG TGGTTG CTA TAA CC ~ 3 

(3) DXS7132 5'- TTG CAT TCC GTA AAT TGT CCT -3 
5' — GTT ATC CCG AAT CGT ATT TGA CT-3' 

2. PCR 反应 体系 ”在 15a 反应 体系 中 5x PCR 反应 缓冲 液 (MeCl,7.5mmol/L, NHCl 
25mmol/L, Tris- HCI SOmmol/L pHR.0, KCL 250mmol/L) 381, 10x dNTP 1.25mmol/l 1.51, 
MgCl, (25umol/L) 0.4pl, 31% I (lOmmolZL). 5|% (l0mmolZD) 各 1.581, DNA 模板 
20ng, Taq DNA RAM lu. 

3. 循环 参数 94% Amin, #Ñ J: 94% 40s, 55% 【DXS6799、DXS6804 DXS7132) 或 
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58% 50s, 72% 60s, 35 个 循环 。 
14.7X 染 色 体 STR 的 法 医学 应 用 


X- STR 为 性 连锁 遗传 ， 以 单 倍 体 形式 传 给 子 代 。 内 此 ,，X- STR 在 应 用 上 增加 了 特 
点 ， 尤 其 是 单亲 父 玄 关系 的 亲 权 鉴定。 父子 亲 权 关系 可 以 通过 父系 遗传 的 了 - STR 基因 座 
分 析 直 接 确 定 父 权 关系 ， 母 地 或 生 女 关系 鉴定 可 以 通过 攻 系 遗传 的 线粒体 DNA 序列 分 析 
确定 亲 权 关系 。 对 于 父 女 关系 的 单亲 ， 径 不 能 应 用 父系 跟 传 的 Y 染色 体 基 因 座 ， 也 不 能 
应 用 怀 系 遗传 的 线粒体 DNA 分 析 ， 人 得 可 以 用 X- STR 基因 座 分 析 父 女 单亲 关系 ， 父 亲 的 X 
染色 体 必 遗传 给 其 女儿 。 如 果 玄 所 的 X- STR 基因 座 的 等 位 基因 与 被 假定 的 父亲 不 同 ， 可 
以 直接 排除 其 父 女 关系 ， 如 果 相 同 ， 则 不 能 排除 其 父 女 关系 ， 父 权 指 数 算法 要 比 常 染 色 体 
基因 座 简单 些 ， 但 排除 率 也 低 很 多 。 三 联 体 或 母子 或 母 女 关系 监 定 ， 可 参照 常 染 色 体 基因 
座 ， 但 要 注意 X- STR 基因 座 不 是 独立 的 ， 表 现 为 连锁 关系 ， 以 单 倍 型 频率 计算 为 宜 。 

荔 一 个 应 用 是 个 体 识别 。 除 具有 与 常 染色 体 STR DAEA, TRER E) 外 
的 体液 GER) 或 组 织 样品 ， 单 一 男性 样品 DNA 只 有 一 个 和 染色 体 DNA，X- STR 基因 座 
只 大 一 个 等 位 基因 。 如 果 出 现 二 个 或 二 个 以 上 等 位 基因 则 表明 被 检验 样品 混 有 其 他 个 体 
DNA， 为 混合 样品 。 即 使 是 同胞 个 体 间 DNA 混合 样品 ， 也 有 可 能 被 检测 。 

由 于 X 染色体 STR 基因 座 多 态 性 特征 为 和 染色 体 伴 性 遗传 ， 内 此 在 计算 评定 X 2 6, 
体 STR 基因 座 的 法 医 遗 传 学 指标 PE 值 、Dp 值 时 ， 与 常 染 色 体 的 STR 基因 座 的 方法 是 不 
相同 的 。 计 算 方 法 为 ; 

当 样 品 来 自 一 个 女性 时 : DP=1-2 (>p + pt 

当 样 品 来 自 一 个 男性 时 : DP =1- Xp 

进行 亲 权 鉴定 当 孩 子 是 一 个 女孩 时 ， 其 PE 值 计算 方法 为 ; 

PE=1- Xp + Spi- (Spy 

当 为 男孩 时 : 

PE=1-2 (5p) + op 
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线粒体 是 存在 于 细胞 质 的 一 个 含有 收 层 膜 的 重要 细胞 器 ， 是 细胞 的 氧化 中 心 和 动力 
站 。 几 乎 人 体 所 有 细胞 中 均 有 线粒体 ， 但 不 同 组 织 细 胞 中 线粒体 的 数目 有 所 差异 ， 如 及 
脏 、 心 肌 、 肯 骼 肌 等 组 织 细胞 中 线粒体 数目 含量 较 多 ， 每 一 个 肝 细 胞 中 约 有 1 000 ~ 2 000 
个 线粒体 ， 可 能 与 这 些 组 织 中 的 代谢 率 高 有 关 。 线 粒 体 有 自己 的 遗传 系统 ， 线 粒 体 DNA 
(mitochondrial DNA, mDNA) 是 人 类 第 二 套 基 因 组 DNA, 也 是 人 细胞 中 除 核 之 外 唯一 含有 
DNA 的 细胞 磊 。 线 粒 体 也 有 自己 的 蛋白 质 翻 译 系统 和 遗传 密码 。 线 粒 体 的 基因 组 编码 了 
IRNA, rRNA 及 一 些 功能 蛋白 硕 ， 如 电子 传递 链 酶 复合 体 中 的 亚 基 ， 这 些 均 参 与 维持 线 粒 
体系 统 的 功能 。 由 于 受精 卵 中 的 线粒体 几乎 全 来 自 于 卵细胞 (因为 精子 细胞 中 合 有 极 少量 
的 线粒体 ， 只 有 各 个 乒 届 )， 所 以 线粒体 遗传 系统 往往 表现 为 母系 遗传 ， 母 亲 所 携带 的 
mtDNA 突变 可 传 给 她 的 子女 。 


15.1 人 类 线粒体 基因 组 


mDNA 是 裸露 的 ， 不 与 组 蛋白 结 台 ， 存 在 于 线粒体 的 基质 内 或 粘 附 于 线粒体 内 膜 。 在 
一 个 线粒体 内 往往 有 一 至 数 个 mtDNA 分 子 。mtDNA 的 自我 复制 也 是 以 半 保 留 复 制 方式 进 
行 的 。 

线粒体 基因 组 是 人 类 基因 组 的 重要 组 成 部 分 ， 剑 桥 大 学 的 Anderson 等 人 于 1980 年 完 
成 了 对 线粒体 基因 组 的 全 序列 测定 ,该 序列 可 在 基因 库 中 找到 ， 称 之 为 Anderson 序列 或 便 
桥 序 列 。 现 都 以 Anderson 序列 作为 标准 ， 进 行人 线粒体 DNA 序列 多 态 性 比 对 。 现 代 的 线 
粒 体 是 从 古代 的 一 个 细菌 祖先 进化 衔 生 而 来 。 人 类 线粒体 基因 组 的 序列 共 含 16569 个 碱 基 
对 《其 中 5122 A, 5180 C, 2171 6G，4096T)， 为 一 条 双 链 环 状 的 DNA 分 子 。 双 链 中 有 一 条 
AA (H). HEARRE; DAAR (L. WESE., A EREE IH 
产物 在 CsCl 中 密度 的 不 同 而 区 分 的 。 重 链 和 轻 链 上 的 编码 物 各 不 相同 (图 15 - 1) ， 线 粒 
体 基 因 组 共 编 码 了 37 个 基因 ， 其 中 22 种 基因 编码 tRNA 分 子 《用 于 线粒体 mRNA B ll 
译 )，2 种 编码 rRNA 分 子 (用 于 构成 线粒体 的 核糖 体 12S 和 16SrRNAs) ， 另 外 还 有 13 个 编 
码 氧化 磁 酸 化 电子 传递 链 和 ATP 产生 涉及 的 蛋白 质 和 酶 ， 它 们 都 以 ATC《〈 甲 硫 氨 酸 ) 的 
起 始 密码 为 开始 ， 并 有 终止 密码 结构 ,长度 均 超过 可 编码 50 个 氨基 酸 多 肽 的 顺序 。 这 13 
个 可 能 的 蛋白 质 均 已 被 确定 ， 其 中 3 个 为 构成 细胞 色素 。 氧化 酶 (cytochrome oxidase, 
COX) 复合 体 催 化 活性 中 心 的 亚 单位 ， 这 三 个 亚 基 与 细菌 细胞 色素 氧化 酶 相似 ， 其 序列 
在 进化 过 程 中 高 度 保守 ，2 个 为 mATP 酶 的 2 个 亚 基 ，7 个 为 NADH - Cog 还 原 酶 复合 体 的 
亚 基 ， 还 有 一 个 是 Cof -细胞 色素 C 还 原 酶 复合 体 中 的 细胞 色素 b 亚 基 。 

图 15 -1 表示 了 线粒体 基因 组 两 条 链 的 编码 情况 ， 其 中 重 链 上 的 编码 基因 或 编码 产物 
J 12SrRNA 165rRNA, ND (NADH - Cop oxidoreductase) 1, ND2、ND4, ND4L、ND5、ND? 
及 14 个 rRNA (图 中 用 小 写字 母 表 示 ， 表 示 其 对 应 的 氨基 酸 )， 还 编码 了 ATP 合成 酶 的 第 
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6 亚 基 积 第 8 EE (图 中 表示 为 A6. A8), HER f ND6 及 8 个 tRNA。 线 粒 体 基因 组 与 
核 基因 组 相 比 要 经 济 或 紧凑 ， 核 基因 组 中 编码 功能 的 序列 不 足 10 名 而 在 线粒体 基因 组 中 
只 有 很 少 非 编 码 序列 。 在 很 多 情况 下 ， 其 DNA 序列 中 儿 乎 不 售 终 止 密码 ， 在 转录 之 后 在 
mRNA 转录 物 的 特定 区 域 加 上 多 聚 腺 味 叭 核 苷 酸 。 





力 15-1 人 线粒体 DNA 基因 组 编码 图 
苹 外 图 为 重 链 转录 怀 ; A: ATP 复合 栈 ; COX: 细胞 色素 氧化 酶 ; 
ND: NADH SAW; HP: 重 链 转录 启动 子 ; ISP: 轻 链 转录 启动 子 


所 有 mDNA 的 转录 物 削 在线 粒 体内， 所 有 mDNA 编码 的 蛋白 质 也 在 线粒体 内 ， 并 在 
线粒体 的 核糖 体 上 进行 合成 的 。 线 粒 体 编码 的 RNA 和 蛋白质 不 被 运 出 线粒体 外 ， 但 构成 
线粒体 核糖 体 的 蛋白 质 是 由 胞 质 运 人 线粒体 内 的 。 用 于 蛋白 质 合成 的 所 有 tRNA 也 都 是 由 
mDNA 编码 的 。 线 粒 体 mRNA 翻译 的 起 始 气 基 酸 为 甲 酰 甲 硫 氨 酸 ， 这 点 与 原核 生物 人 类似。 

除 编码 区 外 ， 线 粒 体 DNA 还 含有 一 个 非 编 码 区 ， 叫 控制 区 (control region, CR), 3 
请 D- 环 区 (D-loop)， 这 个 名 字 得 自 于 电子 显微镜 观察 到 的 线粒体 DNA 在 复制 过 程 中 形 
成 的 一 种 结构 形状 。 控 制 区 大 约 1 100bp 或 1 125bp Ah, ATIRE., E D- loop 区 中 
间 ， 含 有 基因 多 顺 反 子 RNA 转录 的 启动 子 {promoters) 和 重 链 复制 的 起 点 。Anderson 序列 
的 碱 基数 字 定 位 系统 是 从 控制 区 中 间 附 近 开 始 的 ， 因 此 控制 区 跨度 为 nt16024 - 16519, #& 
Enl - 576。 相 对 于 编码 区 ， 控 制 区 在 个 体 间 存在 较 大 差异 ， 有 许多 单 碱 基 取代 与 突变 ， 
mDNA 控制 区 每 100bp 有 1~3 个 核 苷 酸 发 生变 化 ， 舅 外 还 存在 二 个 串联 重复 序列 长 度 多 
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态 性 区 ， 例 如 在 第 514 - 523 位 置 的 CA 重复 。 峰 基 多 态 性 主要 集中 在 二 个 高 变 区 (hyper- 
variable regim): WEK I MKI, W HVR | 和 HVRE (H 15-2): 高 变 区 I 范围 为 
nt16024 ~ 16365， 高 变 区 本 为 nt73 ~ 340， 高 变 区 边界 不 是 内 定 的 ， 不 同 实验 室 或 研究 报道 
有 所 不 同 。1998 年 Latu 等 人 报道 线粒体 DNA 还 存在 高 变 区 焉 (nt438 ~ 574)， 二 核 音 酸 CA 
重复 位 于 这 HVRII. HVR 1 的 多 态 性 最 好 ， 重 链 的 复制 区 起 点 在 HYR ll 。mtDNA 法 医学 
价值 就 在 于 D - loop 区 的 个 体 间 的 序列 差异 ， 主 瞩 是 HVR I 和 HYR [Í , 
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图 15-2 人 线粒体 DNA 控制 区 的 两 个 高 变 区 


下 列 序列 是 D - AREF S : 

l gatcacaggt ctatcacect attaaccact cacgggaget ctecatgcat ttggtatttt 

61 cgtetggggg gtatgcacge gatagcattg cgagacgctg gagecggage accctatgte 
121 peagtatetg tetttgattc etgeeteate ctattattta tcgcacctac gtteastatt 

181 acaggcgaac atacttacta aagtgtgtta attaattaat gcttgtagga cataataata 

241 acaattgaat gtctgcacag ccacttteca cacagacatc ataacaaaaa atttecacca 
301 wacececcct cccocgctte tggccacapge acltaaacac atctctgcca aacceccaaaa 
361 acaaagaacc ctaacaccag cctaaccaga ttteasattt tatcttttgg cggtatecac 
421 ttttaacagt caceececaa ctaacacatt attttecect cecactecca tactaetaat 
481 cteateaata caacecccec ceatectace Cagcacacac acacegctgce laaccccata 
541 ccecgaacca accaaaceec aaagacaccc cccaeagtut atgtapctta cctecteaaa 
601 gcaatacact gaaaatpttt agacgggete acatcacece ataaacaaat aggtttggte 
661 ctagecttte tattagctct tagtaagatt acacatgcaa gcatccocpt tccagtgagt 
721 tcaccctcta aatcaccacg atcaaaagga acaagcatca agcacgeage aatgcagcte 


781 aaaacgetta gcctagecac acceccacgg gaaacagcag tgattaacct Hageaalaa 
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841 acgaaagtit aactaagcta tatctaacccc agggttgglc aatttcglge eagccaccgc 
901 ggtcacacga ttaaceeaag tcaatagaag ceggegtaaa gagtgtttta gateacceee 
961 tccccaataa agclaaaact cacctgagtt gtaaaaaact ccagttgaca caaaatagat 
15961 gaaaaagtet ttaactecac cattagcacc caaagctaag atlctaatlt aaactattet 
16021 etgttctttc atggggaage agatttgggt accacccaag tattgactca eccateaaca 
16081 acegetatgt atttegtaca ttactegceag ecaccalgaa tattgtacgg laceataaat 
16141 acttgaceac ctgtagtaca taaaaarcca atecaratca aaacceecte CCcatgcita 
16201 eadgcaagta cagcaatcaa ceetcaacta tcacacatca aclgeaacte caaagecacc 
16261 cetcacccac tapgatacea acaaacctac ccacecttaa cagtacatag tacataaage 
16321 catttaccgt acatagcaca ttacagtcaa ateecttcte gtececatgg atgacceccc 
16381 teagataggg gtecettgac caccatecle cgtgaaatea atatcccgca caagagtgel 
16441 actetcctcg cteegggecc ataacactig ggggtagcia aagtgaactg talecgacat 
16501 etggttecta ettcagggte atasagecta aatageecae acgtiecect taaataagae 
16561 atcacgatg 


15.2 线粒体 DNA 遗传 系统 的 特点 


mDNA 的 遗传 系统 表现 出 与 核 DNA 遗传 系统 不 完全 相同 的 特点 。 

1. EU ”在 正常 细胞 中 ， 一 个 细胞 的 细胞 核 中 只 有 一 套 染 色 体 或 核 基 因 组 ， 一 个 
基因 座位 上 有 商 个 等 位 基因 ， 一 个 来 自 母 亲 ， 另 一 个 来 自 父 亲 。 然 而 ， 每 个 细胞 内 则 含有 
多 个 线粒体 ， 并 用 每 个 线粒体 内 会 多 个 拷贝 的 线粒体 基因 组 DNA (ñ 5 384034 35809 58 
子 例 外 ， 它 们 中 的 每 个 线粒体 内 只 含有 一 个 拷 由 的 mtDNA)}， 体 细胞 大 约 合 有 200 ~ 1700 
个 mtDNA 拷贝 。 组 织 奖 型 不 同 ， 数 目 也 不 同 。 由 于 有 相对 丰 寅 的 mtDNA， 因 此 在 核 DNA 
已 降解 的 样品 中 仍 有 较 大 可 能 地 握 取 到 mtDNA。 

2. 高 突变 率 mDNA 具有 比 核 DNA PARRER, mDNA 中 某 些 区 域 的 进化 速度 是 
核 基 因 组 的 65~ 17 o mtDNA 的 非 缩 码 区 在 个 体 间 表现 出 高 度 的 差异 性 ， 例 如， 高 加 索 人 
在 mDNA 的 高 变 区 工 和 下 中 平均 有 8 RERE E. 

3. 异 质 性 ”一 个 个 体 的 mDNA 有 两 种 或 两 种 以 上 不 同 碱 基 序列 差异 的 情况 称 之 为 异 
质 性 (heteroplasmy)】 或 叫 杂 合 性 ; 一 个 个 体 的 所 有 mDNA 分 子 都 相同 ， 则 称 之 为 同 质 性 
(homoplasmy) 或 同一 性 。 个 体 mDNA 异 质 性 的 存在 形式 有 三 种 : (1) 个 体 的 同一 组 织 中 
售 有 一 种 以 上 的 mDNA 序列 ; (2) 同一 个 体 不 同 组 织 的 mtDNA 序列 不 同 ， 一 种 组 织 售 有 
一 种 mDNA 序列 ， 而 在 另 一 组 织 中 存在 着 另 一 种 mDNA 序列 ; (3) 个 体 的 一 种 组 织 中 的 
mDNA 为 同 质 性 ， 而 在 另 一 种 组 织 表 现 为 异 质 性 。 在 细胞 发 育 过 程 中 ，mtDNA 分 子 彼此 
独立 复制 ， 不 涉及 细胞 减 数 分 刹 ， 因 此 本 质 上 没有 有 重组。 而且 mDNA 复制 过 程 中 存在 比 
核 基因 组 DNA 更 高 的 出 错 率 。 这 些 因 素 导 致 个 体 中 mtDNA 分 子 存在 着 差异 ,并 且 不 同 的 
变异 体 独立 复制 、 分 配 。 但 是 mDNA 传递 过 程 中 的 遗传 瓶颈 限制 了 mtDNA 变异 体 在 后 代 
中 的 传递 ， 使 其 在 人 群 中 分 布 没 有 那么 广泛 ， 只 有 2 ~ 8 名 人 和 群 存在 异 质 性 。 控 制 区 存 
在 异 质 人 性 首先 是 在 沙皇 尼 古 拉 工 世 肯 通 鉴 定 中 发 更 的 ， 在 16169 RPR MEJE m IEA 
散 存 在 两 种 碱 基 C 和 T。 蜡 质 性 经 常 出 现在 16093. 16129, 16169 (C/T}, 16311 (A/G), 
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16293 (CZT), 16355 (C/T). 16397, 00309 等 位 置 。 蜡 质 性 出 现 的 二 个 热点 : 一 个 是 
16093 EE. ME 34%, P -— E 16129 位 置 ， 频 率 为 17%， 其 他 位 置 的 蜡 质 性 只 观察 到 
Ko AIR TER C- atreth 中 还 存在 长 度 异 质 性 ， 一 个 在 HYRI， 一 个 在 HYRI 。 在 
HYR I, KÆRE 16189 位 置 有 一 个 碱 基 T， 隔 斯 了 左右 两 边 的 一 申 碱 基 C， 如 果 16189 位 
置 碱 基 T 被 CC 取代, 形成 一 连续 的 C， 使 人 群 中 个 体 之 间 存 在 C O- stretch 长 度 差 异 。 在 
HVRE ， 存 303 ~ 315 RÆ SHELTE C- stretch 的 长 度 异 质 性 ， 这 是 由 区 的 重要 差异 性 。 
蜡 质 性 的 存在 虽然 使 法 医学 鉴定 复杂 化 ， 但 有 其 监 定 意 义 。 在 实际 应 用 中 必须 考虑 异 质 性 
的 存在 ， 了 解 异 质 性 出 现 的 位 管 ， 有 助 于 指导 结果 解释 。 由 于 调查 的 有 异 质 性 的 样品 数 太 
少 ， 尚 未 获得 精确 的 大 多 数 核 车 酸 位 置 异 质 性 发 生 的 频率 。 

异 质 性 分 析 广 法 有 变性 高 讨 液 相 色 谱 (denaturing highpesformance liquid chromatography , 
DHPLC)， 变 性 梯度 凝 胶 电泳 (denaturing gradient gel electrophoresis, DGGE) ， 单 链 构 象 多 态 
性 (single - strand conformation polymorphism, SSCP}; DGGE 的 灵敏 度 或 分 辩 率 比 直接 测序 
É. .分 析 253 个 体 序列 共 检 出 35 个 个 体 的 异 质 性 ， 而 用 直接 测序 方法 只 检 出 3 个 个 体 的 
异 质 性 。 

mDNA 的 高 罕 变 率 及 核 苷 酸 的 取代 是 异 质 性 产生 的 原因 ， 不 阿 位 置 的 碱 基 取 代 速 度 明 
显 不同 。 在 mDNA 从 亲 代 向 子 代 传递 过 程 中 涉及 一 个 或 多 个 遗传 瓶 诺 ， 造 成 同一 个 体 不 
同 组 织 中 异 质 性 比例 不 同 、 同 一 走 系 成 员 中 mtDNA 不 同 ， 基 至 变 成 一 个 同 质 性 的 核 苷 酸 
FX. Fl— BF 32 8 CR 序列 可 能 相互 不 同 ，Mark (1997) 报道 有 一 个 家 系 ， 母 亲 和 女 儿 
在 16355 位 置 存在 C/T 异 质 性 ， 血 液 mDNA 中 主要 是 C， 伴 有 相对 弱 的 T， 在 唾液 细胞 
mDNA 也 发 现 16355C/T 蜡 质 性 ，C、T 强度 比较 平衡 ; 分 析 其 毛发 ， 发 现 一 根 毛 发 中 为 
16355C， 第 二 根 为 T， 而 第 二 根 为 CAT 共存 ，C 和 工 峰 强度 相当 。 用 同样 方法 分 析 其 儿子 
mtDNA， 结 果 发 更 上 儿子 的 毛发 和 唾液 mtDNA 序列 在 16355 位 置 均 为 T。 因 此 ， 用 mDNA 分 
析 方 法 进行 生 系 成 员 鉴 定 对 时 ， 要 考 虚 到 异 质 性 的 存在 ， 以 避免 假 排除 。 

4. 母系 遗传 ”在 精 卵 结合 的 受精 过 程 中 ， 受 精 多 中 几乎 所 有 的 mDNA 来 自 于 卵子 ， 
表现 为 母系 遗传 ( maternal inheritanee)。 主 要 原因 是 简单 的 数量 问题 ， 因 为 精子 头 部 不 会 
或 极 少 有 mtDNA， 而 卵子 则 含有 上 百 万 个 拷贝 mtDNA， 另 外 有 学 者 以 为 还 存在 一 个 特异 的 
”识别 机 制 ， 减少 了 进入 到 即 子 的 父 方 mmDNA。 有 人 实验 将 来 自 精子 细胞 的 mDNA 引入 到 
没有 mDNA 的 培养 的 体 细 胞 中 ， 含 有 功能 的 10% ~ 20 名 精子 线粒体 迅速 进 人 到 培养 细胞 
中 ,但 只 有 极 少数 细 艇 (1x10) 存活 48b 以 上 ， 而 来 自 自 体 细胞 的 线粒体 引入 到 培养 细 
EP, ERA TIHE mtDNA， 这 证 明 存 在 着 一 种 精子 线粒体 减少 的 机 制 。 因 些 ，mtDNA 
分 子 的 传递 与 重 德 尔 遗 传 不 同 ， 表 现 为 母系 遗传 。 母 亲 将 携带 的 突变 mDNA 分子 传 给 她 
所 有 的 子女 ， 再 由 她 的 女儿 能 把 这 种 突变 传 给 下 代 ， 四 代 内 没有 变异 发 生 。 

5. 不 同 的 遗传 密码 ”线粒体 的 遗传 密码 与 核 的 遗传 密码 不 完全 等 同 。 

因此 ，mtDNA 与 核 DNA 具有 较 大 差异 ， 表 1$- 1 为 两 者 的 比较 。 
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表 15-1 A# DNA 和 mtDNA 的 比较 





特点 核 DNA mtDNA 

大 小 ~3 百 万 bp 16569bp 

每 个 细胞 的 接 内 数 2 多 于 1! 000 

结构 RE, 包装 在 染色 体 中 环 状 

遗传 来 源 父母 两 方 EES-a 

生殖 重组 有 重组 没有 重组 

REE 低 至 少 是 核 DNA 的 5~10 售 
全 序列 获得 人 类 基因 组 工程 完成 1981 年 


15.3 mDNA 遗传 多 六 性 分 析 方 法 概述 
15.3.1 分 析 方 法 


mDNA 的 多 态 性 主要 表现 为 D - loop 区 域 的 碱 基 序列 的 差异 性 ， 除 此 还 有 另外 2 + Ë 
联 重复 单位 的 长 度 多 态 性 。 有 多 种 方法 检测 D - loop 区 多 态 性 ， 每 个 方法 各 有 特点 ， 表 15 


-2 介绍 了 各 种 方法 。 由 于 单个 细胞 中 含有 数 10 万 个 拷 风 线粒体 DNA, E2 EH DNA 更 
容易 进行 测序 ， 且 mDNA 单 倍 体 的 性 质 使 之 比 二 倍 体 核 DNA 更 容易 测序 ， 加 上 直接 测序 


可 以 获得 更 多 的 信息 ， 因 此 上 自前 最 为 常用 的 是 mDNA 的 直接 测序 。 
表 15-2 检测 mDNA 莽 异 的 方法 





方法 、 技 术 


简介 








序列 特异 塞 核 若 酸 (SSO) 〈 点 杂交 分 析 ) 


固 相 微型 测序 (solid - phaseminisequenceing) 


单 链 构 象 多 沪 性 (SSCP) 
低 特 异 单 个 特 蜡 引物 PCR {LSSP - PCR) 


PCR - 限制 片段 长 度 密 态 性 【PCR - RFLP) 
变性 梯度 凝 腕 电泳 (DGGE) 


高 密度 DNA 阵列 (DNA chip or microarray) 


直接 测序 


15.3.2 遗传 统计 分 析 


23 个 SSO 探 针 检 测 mDNA 控制 区 的 9 个 区 域 ， 在 525 
个 恒 中 发 现 274 种 mtDNA 分 型 ; 17 个 SSO 探 针 反 向 
杂交 检测 mDNA HVR IL 的 多 态 性 。 可 在 PCR 扩 增 后 
2,5h 内 获得 序列 结果 ， 方 法 简便 、 快 速 。 

检测 控制 区 内 10 个 取代 多 态 性 和 2 个 长 度 包 态 性 
在 非 变性 刻 胶 上 检测 DNA 单 链 构 象 多 态 性 

正常 PCR 后 ， 单 个 引物 和 佐 遐 火 温度 下 扩 增 出 具有 
个 体 专 一 的 PCR 图 谱 ; 分 析 30 个 个 体 ， 它们 在 控制 
区 的 所 有 签名 图 谱 不 同 。 

HYR 工 的 199bp RA Rsal 消化 

在 变性 梯度 凝 驴 上 电泳 ， 杂 合 二 倍 体 在 凝 胶 中 移动 
较 慢 ， 可 以 与 纯 合 二 倍 体 分 开 ; 可 以 区 分 单一 位 置 
不 揽 的 二 个 个 体 。 

13 500 探 针 完全 与 整个 mDNA 基因 互补 ， 固 定 在 一 
个 微 阵 列 上 ， 通 过 厅 交 平行 检测 。 

利用 PCR 制备 测序 模板 ， 对 mDNA BAEK I ll 
进行 手动 或 全 自动 测序 ,获得 整个 区 域 所 有 核 荐 酸 
序列 。 


mtDNA D- loop 区 域 的 碱 基 序 列 为 连锁 遗传 ， 只 能 算 作 一 个 基因 座 ， 以 单 倍 型 表示 ， 
进行 遗传 群体 分 析 按 照 单 倍 型 频率 统计 计算 。 
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基因 差异 度 (Gene diversity, GD) 来 表示 mDNA 的 个 体 识 别 能 亡 - 计算 公式 为 ， 


CD= in (1->2⁄2)] (n-1) 


式 中 ，n 为 群体 的 样品 数 式 中 ，x 为 线粒体 DNA 单 倍 地 在 群体 中 的 频率 。 


15.4 线粒体 DNA 测序 


线粒体 DNA 测序 采用 的 是 Sanger 双 脱 氧 终 止 法 ， 随 着 荧光 标记 自动 测序 技术 的 发 展 ， 
以 及 PCR 技术 引入 到 测序 中 ， 日 前 法 医 DNA 分 析 较 为 常用 的 线粒体 测序 方法 是 : 利用 
PCR 技术 扩 增 制 竺 测序 模板 ， 采 用 循环 测序 菊 光 标记 自动 检测 测序 。 荣 光标 记 自动 测序 方 
法 有 引物 标记 (dye primer) 和 末端 标记 的 【dye terminator) 两 种 方法 。dye primer 利用 MI3 
等 通用 引物 进行 测序 反应 ， 使 测序 的 每 一 片段 均 带 有 引物 染料 dye terminator 利用 荧光 标 
记 的 双 脱 氧 核 背 酸 在 测序 反应 中 摊 入 到 各 测序 片段 。PE 公司 开发 的 BIG DYE 试剂 盒 ， 每 
个 染料 分 子 带 有 一 个 放大 因子 ， 测 序 反 应 灵敏 度 比 以 前 任何 测序 试剂 盒 的 高 ， 目 前 普遍 采 


用 此 试剂 盒 进 行 测序 。 
15.4.1 测序 引物 


mDNA 多 态 性 主要 集中 在 HYRT 和 卫 ， 在 这 二 个 区 内 存在 相当 多 的 保守 区 可 以 设计 


引物 ， 表 15 -3 是 报道 的 部 分 线粒体 DNA 高 变 区 PCR 模板 制备 和 测序 的 引物 对 。 


表 15-3 引物 与 产物 





区 域 引物 对 产物 大 小 (bp) 

HYRI L15929/H16498 508 | 
L15997/ Hl6401 405 
F15971, 15997/R16410 440, 433 
F16159/R16397 239 
F15971/R16255, R16258 285, 288 
F16144/R16410 267 

HVRI FI157R381，R389，R484 367, 375, 470 
F29/0381, R389, R408, R484 353, 361, 380, 456 
F157 R270, R274, R285, R389 256, 260, 271, 275 
F29/R270, R274, R285 242, 246, 257 
F155/R381, R389, R484 227, 235, 330 

引物 序列 

L15929 5'CAC CAG TCT TGT AAA COG CA3 7 

F15971 S'TTA ACT CCA CCA TTA GCA CC 3' 

L15997 5'CAC CAT TAG CAG GCA AAA GCT3' 

R16255 5'CTT TGG AGT TGC AGT TGA TG 3° 

R16258 5'TGG CTT TGG AGT TGC AGT TG 3' 

Y16144 S'TGA CCA CCT GTA GFA CAT AA 3' 


16401 


S'TGA TIT CAC GGA GGA TGG TG3' 
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续 表 

RI6410 | S'GAG GAT GGT GGT CAA GGG AC 3' 
H16412 5'GTG EGG GAT ATT GAT TIC AC 3° 
H16498 S'CCT GAA GTA GGA ACC AGA TG 3' 
100029 5'GGT CTA TCA CCC TAT TAA CCA C3 
F15 FCAC CCT ATT AAC CAC TCA CG 3' 
R270 S'TGG AAA GTG GCT GTG CAG AC 3' 
R274 S'TGT GTG GAA AGT GGC TGT GC? 
R285 5'GTT ATG ATG TCT CTG TCG AA 3 
F155 S'TAT TTA TCG CAC CTA CGT TC 3’ 
R381 5'GCT GGT GTT AGG GTT CTT TG 3' 
R389 S'CTG GTT AGG CTG GTG TTA GG 3 
H00408 S'CTG TTA AAA GTG CAT ACC GCC A3' 
R434 5'TGA GAT TAG TAG TAT GGG AG 3: 
R00484 5'TGA GAT TAG TAG TAT GGG AG 3' 


引 牺 序列 位 置 报 据 Anderson 序列 崩 定 ,了 代表 正 链 即 线粒体 DNA 轻 链 ; RARE (ERER) 


测序 时 可 以 用 PCR 反应 中 正 疝 引 物 或 反 疝 引物 ， 也 可 以 使 用 PCR 产物 内 部 序列 互补 
的 引物 。 

15.4.2 利用 BIG DYE 试剂 盒 进行 测序 . 

BIG DYE 试剂 盒 利 用 的 是 末端 染料 标记 的 方法 ， 菊 光 染 料 分 子 标记 在 ddNTP E, fE 
序 反 应 中 ， 带 荣光 染料 的 ddNTP 分 子 作 为 底 物 被 挫 人 到 每 一 测序 片段 ， 使 每 一 片段 均 带 
有 荧光 标记 。 由 于 荧光 标记 在 反应 过 程 中 是 由 反应 底 物 带 人 的 ， 因 此 对 测序 反应 中 的 引物 
没有 特殊 要 求 ， 不 需要 连接 M13 的 通用 序列 。 

L 各 种 检 材 mDNA 的 提取 

采用 Chelex - 100 方法 提取 mDNA, 1EM DNA 提取 章节 。 

2.mtDNA D- loop 区 的 目的 片 眉 PCR 扩 增 

在 50kL 反 应 体系 中 ,含有 lOpmo/L Tis - HCL (pH8.3), pmol/L KC, 1.5#mol/L MeCL,, 
200nolL dNTPs, lnmol/L 每 种 引物 ，1.25u Taq DNA RAWE., 1061 Chelex - 100 提取 液 。 

PCR 热 循环 参数 : 94% 45s, 50% lmin，725 3min， 循 环 32 次， 最 后 72 各 延伸 6min。 

PCR 扩 增 产物 检测 ， H 5uL 扩 增产 物 加 夺 5% BD] BS Pk R SEE B, 200v 电压 下 电泳 
30min， 银 染 法 显 色 ， 观 察 是 否 得 到 扩 增 产物 ， 是 否 具 有 特异 性 。 

对 于 毛发 和 骨骼 mtDNA 模板 ， 由 于 量 少 ， 为 了 得 到 足够 产量 的 测序 和 模板， 常用 nested 
- PCR， 以 提高 成 功率 。 

Nested - PCR 的 体系 ， 包 括 第 一 步 扩 增 和 第 二 步 扩 增 : 

第 一 步 扩 增 : 25 巾 反应 体系 中 ， 食 有 Chelex - 100 提取 的 模板 DNA Sel, 200umol/L 
dNTPs, O.5pmol/L 引物 L15997 和 H16401，10 x 缓冲 液 2.501, lu Taq DNA 聚合 酶 。 然 后 
放大 扩 增 仪 中 ,进行 扩 增 ,循环 参数 为 94 和 1mn, 56C30s, 72C 2min， 循 环 20 次 后 ， 
RCR 7min， 最 后 4% 。 如 果 使 用 血液 或 血 痕 提 取 的 模板 DNA, WARE ale 
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第 二 步 扩 增 : 在 50pl 反应 体系 中 ， 取 第 一 步 扩 增产 物 DNA 1 ~ 24l，200pmol/L dNTPs, 
0.5umol/L 引物 L16072 和 H16328，10 x Rihi 2.561, lu Tag DNA 聚合 酶 。 然 后 放 人 扩 增 
仪 中 ， 进 行 扩 增 。 循 环 参数 为 94% min, 56%C30s, 725905, WI 3 次 后 ，325 保温 
?min， 最 后 4% 

3.mtDNA 日 的 片段 的 纯化 

确认 获得 了 mtDNA 目的 片段 的 扩 增 产物 后 ， 需 将 mDNA 目的 片段 从 PCR 扩 增 产物 分 
离 出 来 ， 与 PCR 反应 中 的 引物 等 分 开 ， 因 为 PCR 反应 引物 干扰 测序 友 应 。 纯 化 的 方法 很 
多 ,目前 较 常 用 的 是 : (1) 采用 的 Promega 公司 的 Winzard 试剂 盒 纯 化 ; (2) Microcon 100 
超 滤 法 (3) QIAGene 试剂 盒 纯 化 。 

(1) Promega 公司 的 Winzard 试剂 盒 纯 化 法 

该 方法 利用 的 是 试剂 盒 中 的 硅胶 具有 吸附 核 苷 酸 能 力 及 其 在 不 同 有 机 谐 剂 下 对 核 昔 酸 
结 台 率 不 同 的 特点 ， 夭 以 纯化 目的 片段 。 方 法 如 下 ! 

OH PCR 产物 全 部 (30 - 50d) 加 到 1.5ml 的 离心 管 中 ， 加 人 100m 试剂 合 所 带 的 纯 
化 缓冲 液 ， 混 匀 。 

GJ lml 纯化 树脂 《硅胶 )， 混 匀 lmin; 

合用 一 次 性 5ml 注射 器 针管 套 在 过 沥 柱 上 ， 然 后 将 混 人 台 液 如 到 注射 器 中 ， 缓 缓 向 下 推 
活塞 ， 保 持 流 速 为 2 滴 /s， 使 混合 液 通过 过 滤 往 ，DNA 片段 被 树脂 结合 

四 拨 下 过 滤 柱 ， 抽 出 活塞 ， 表 将 注射 器 针管 套 在 过 滤 柱 ， 加 入 2ml 80% HAR, 2228 
向 下 推 活塞 ， 保 持 流 速 为 2 滴 /s， 使 异 两 醇 通 过 过 滤 柱 ， 冲 洗 过 滤 柱 ; 

加 拨 下 过 滤 柱 ， 将 过 滤 柱 套 在 1.5ml 离心 管 中 ，100 00r/min 离心 2min， 以 去 除 蜡 再 
Bg; 

他 拨 下 过 滤 柱 ， 将 过 滤 柱 套 在 另 一 干净 的 1.5ml 离心 管 中 ， 加 30 501 TE 或 超 纯 水 
于 过滤 柱 中 ， 于 室温 放置 2min 后 ，10 000r/min 离心 20s， 离 心 后 的 流出 滚 和 作为 测序 反应 模 
板 。 流 出 液 中 不 售 有 引物 。 

(2) Microcon 100 超 滤 法 

其 原理 是 利用 超 滤 膜 的 不 同 孔 径 的 微 孔 允许 比 孔 径 小 的 分 子 通过 膜 ， 流 到 超 滤 膜 下 
面 ， 而 大 于 孔径 的 分 子 仍 保留 在 趣 滤 膜 上 面 ， 使 大 、 小 分 子 分 离开 来 。icrocon100 截留 
分 子 量 为 100 000， 引 物 等 小 分 子 通 过 滤 膜 ， 目的 片段 (大 于 100 000DLT) 保留 在 膜 上 ， 
反 向 离心 可 以 收集 目的 片段 ;方法 如 下 : 

DH Microcon 100 EE 1.5m 离心 管 中 (产品 随 带 )， 将 PCR 扩 增 产物 全 部 加 在 超 滤 管 
中 ; 

®2 000r/min 离心 15min; 

QAH 1.5ml 离心 管 ， 将 超 滤 管 反 套 在 另 一 干净 的 1.5ml ECE (LURER); 

4 000r/min 离心 2min， 收 集 液 体 ， 可 直接 用 于 测序 反应 。 

硅胶 吸附 法 回收 率 及 纯度 没有 Microcon 100 超 滤 法 高 ， 但 前 者 成 本 比 后 者 底 。 注 意 事 
项 请 参考 DNA 纯化 部 分 。 

4. 测序 反应 

在 10ml 反应 性 系 中 进行 测序 反应 : 
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取 4ul master mixture (包含 4 种 dNTP，4 种 ddNTP, Emi, FS 测序 级 酶 1)， 引 物 〈 一 
$R) 3.2pmol, 30 ~ 90ng 纯化 好 的 PCR 产物 模板 DNA (一般 为 1~2n)， 加 超 纯 水 至 总 体积 
为 10pl。 放 入 扩 增 仪 中 进行 测序 反应 ， 循 环 套数 为 ，94 人 所 1min，50 吕 58，72C4min， 循 环 
25 次 。 

5. 测序 反 虚 产物 的 纯化 

测序 反应 结束 后 ,在 反应 液 中 加 入 9041 66.7% SE IN BSOLPE DNA， 充 分 混 多 5 ~ lOmin, 
13 000rmin 离心 20min， 收 集 沉淀 ， 再 用 25021 66.7% 异 两 醇 洗 沉淀 ，13 000rmin 离心 
20min。 去 上 清 液 ， 沉淀 在 室温 下 放置 30min,， 使 异 丙 醇 挥发 掉 ， 深 于 4 上 样 缓冲 液 中 ， 
取 lal 进行 测序 。 

6. 测序 胶 的 制备 (以 下 步 又 均 以 ABD X1377DNA 自动 测序 仪 为 例 } 

自动 测序 的 优点 之 一 是 艾 光 发 色 基 团 吸 收 了 激光 束 提供 的 能 量 而 发 射 光 信和 号， 信和 号 被 
探测 器 检测 并 传送 至 计算 机 ， 经 整理 显示 出 四 种 彩色 图 像 。 其 缺点 是 效 胶 本 身 及 胶 板 上 的 
任何 污染 物 所 放射 出 的 荧光 均 会 被 当 作 信和 号 收集 。 所 以 ， 在 序列 腔 制 备 的 过程 中 ， 很 关键 
的 是 要 消除 一 切 可 能 产生 荧光 的 物质 。 

(1) 胶 板 的 清洗 和 组 装 

洗 制 胺 琉璃 板 时 可 用 塑料 剧 (公司 专门 配备 ) 或 松软 的 海绵 沾 少 量 洗 涤 剂 擦洗 ， 用 水 
反复 条 次 冲洗 ， 以 除去 残留 的 洗 光 剂 ， 再 用 蒸 伪 水 冲洗 干净 ， 空 气 中 及 干 ， 逐 干 后 玻璃 板 
汐 胶 面 肉 眼 应 看 不 到 任何 痕迹 。 用 0.4mm 的 夹 条 (spacer) 装配 好 玻璃 板 。 两 边 用 夹子 对 
称 夹 好 ， 调 整 制 胶 玻 璃 板 水 平 后 ， 即 可 灌 胶 。 

(2) 6% RA HAER - 尿素 胶 的 配制 i 

12 i ER PF 3 BJ 3k BL A a E 0k Huq T SEN AMEA, mR k RE A T fE 
分 析 DNA MP e 6% RAAME EEA | 38 5' 端 25 ~ 400bp, WR 3E Dk rh EE 
引物 4 端 更 远 的 序列 ， 可 选用 4 兜 ~ 5% 85 3 Pi 6 BE Rk 3k RI E 。 

Qul 

10 x TBE; 194g Tris (0.8mol/L) ，998 MAR (0.8mol/L), 7.44g EDTA (0.01moəl/L), J 
去 离子 水 至 200ml 

40% 聚 丙烯 酰胺 : 190g 丙烯 酰胺 (测序 级 )}，10g N, N- 甲 又 丙烯 酰胺 ， 加 去 离子 水 
500ml, PFE 20min， 加 一 汤 是 MB - BBB (LLL ASI), BË JM PE 30min， 过 滤 ， 装 人 棕色 
HA, 置 4 乞 保 存 。 也 可 用 商品 化 的 50% Long Ranger KRR, EH., 

Opi mA (W/V): 1.0g 过 硫酸 锐 加 超 纯 水 10ml， 溶 解 后 置 4% 。 

TEMED 

尿素 

回合 6mol⁄/L 尿素 的 6 % 8 PS M Wk Rk SEE E (30ml) 

称 取 10.8g IRR. JH 15ml 超 纯 水 ， 稍 加 热 ， 完 全 游 解 。 加 3ml 10 x TBE，3.6ml 50% 
Long Ranger RWA, ES, H 0.45pm 孔径 的 过 滤器 过 滤 ， 去 陈 杂 质 。 再 加 人 1501 10% 
RRE, 1561 TEMED. E J. 

用 50ml E 88 R A ERE, AEI o R 2 ga tk e 3k SB ik ZATU Po E 
慢 灌 广 ， 避 免 出 现 气泡 。 待 胶 液 注 满 玻 璃 板 后 ， 胶 板 的 上 广播 信 获 鱼 齿 梳 子 ， 平 端 虞 胶 
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液 。 室 温 下 放置 ] ~ 站， 固化 聚 台 - 灌注 胶 也 可 用 平 推 法 ， 详 见 STR 章节 。 
制备 凝 胶 板 时 应 注意 : (1) 在 配制 胶 液 和 制 胶 时 ， 要 带 手 套 。 因 为 再 烯 酰胺 上 强烈 神 
经 毒素 ， 经 皮肤 吸收 。 在 称 取 粉 林 时 ， 要 注意 防止 从 呼吸 道 吸入 。{2) 如 果 用 乙醇 氛 洗 玻 
璃 极 时， 一 定 要 等 乙醇 挥发 展 ， 才 可 制 胶 。 (3) ERARI., 每 次 用 后 ， 用 热 水 冲 
2, FHIR YW K hyk, UIRE, 
7. 电泳 
用 纸 所 去 聚合 好 的 凝 胶 玻 璃 板 外 面 的 脏 物 ， 清 洁 玻 璃 板 ， 将 清洁 好 的 凝 胶 板 固定 在 仪 
如 上， 开机， 周 动 ABI PRISM 377XL Collection, HJ CHECK A 模式 检查 玻璃 板 及 凝 胶 是 析 干 
净 ， 标 准 是 扫 措 基线 低 日 平整 ,如果 基线 不 平整 ， 取 下 凝 胶 板 ， 重 新 擦洗 扫描 口 附近 的 两 
面 玻璃 松 ， 再 检查 ， 直 至 达到 要 求 ， 有 时 是 凝 胶 中 的 脏 物 产生 的 荧光 打 描 线 ， SY min 
W, 仍然 去 除 不 尽 ， 此 时 可 以 不 管 它 ， 进 行 预 所 泳 ， 这 些 脏 物 可 以 电泳 除去 。 
在 上 下 电极 缓冲 液 权 内 加 入 1 x TBE RR, EERE, HEAREN, Hime 
ik, 
预 电泳 模式 (Prenn modual) ; Seq PR36A -2 400 
电压 : 1 000V 
温度 : 51% 
2400scans/hr 
Virtual set À 
电泳 模 武 (Run modual): Seq Run 36E - 2 400 
EHk.: 3 000V 
湿度: 51 C 
2400scans/ hr 
Virtual set E 
预 电 泳 10 ~ 15min。 此 时 准备 上 样 样品 ， 将 样品 在 5 所 变性 2min, WRA DK 2k 18 
中 。 
取 1 和 变性 样品 加 在 凝 胶 中 ， 开 始 电泳 ， 收 集 数据 ， 在 3 000Y 下 电泳 3h。 
8. 数据 分 析 
打开 凝 胶 文 件 ， 按 加 样 顺 太 给 各 泳 道 划 线 ， 抽 提 各 泳 道 凝 胶 数 据 ， 正 确 选 用 Matrix X 
件 ， 然 后 分 析 ， 读 取 结 果 (图 15 - 3)。 
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图 15-3 测序 结果 
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运用 PE 公司 Sequence Editor 软件 ， 将 所 检测 样品 DNA 的 碱 基 序 列 与 Anderson (1981) 
的 序列 比 对 ， 可 以 得 到 该 样品 线粒体 DNA 高 变 区 碱 基 序列 在 确定 位 置 的 差异 ， 从 而 得 到 
不 同 个 体 间 线 粒 体 DNA 高 变 区 碱 基 序 列 差异 。 结 台电 泳 岁 谱 ， 复 核 结果 【图 15- 4)。 
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图 15-4 待 测 样品 与 标准 序列 的 比较 结果 


图 中 “* ”表示 与 标准 序列 不 同 ,“ - ”表示 与 标准 序列 相同 





10. 分 型 

以 第 一 个 报道 的 人 mDNA 序列 (Anderson 序列 ) 为 标准 ， 进 行 mDNA 分 型 。 当 .一 个 
个 体 的 序 若 与 Anderson 序列 比较 时 ， 只 记录 与 标准 序列 不 同 的 位 置 和 核 音 酸 。 例 如 HVR 
三 中 的 第 BEARER, Anderson 的 序列 为 A， 测序 结果 该 样品 为 CGC， 那么 这 个 人 的 序列 
RAA NRG, 如果 没有 大 基 或 位 置 被 注册 ,那么 显然 表示 这 个 序列 与 Anderson 的 序 诡 相 
FF); 如 梨 某 一 位 置 的 碱 基 不 清楚 ,那么 在 这 个 碱 基 位 置 数 后 标记 “RN " ,例如 16125N， 表 
水 在 16125 外 的 核 昔 酸 序列 不 能 确定 ; 对 第 一 个 播 人 ， 表 达 为 在 插 人 碱 基 后 加 一 个 小 数 点 
和 数字 即 “.1'， 对 第 二 个 插入 则 为 小数 点 加 2 即 “'.2’， 梳 次 类 推 ， 对 于 单一 多 聚 体 特 
H, 不 了 解 发 生 的 揪 入 的 真正 位 置 的 情况 下 ， 那 么 假定 插 人 发 生 在 单一 多 聚 体 的 最 后 位 
置 。 例 如 单一 多 集体 区 域 ， 桂 人 入 较 多 发 生 在 311 和 315 (包括 311 315) ZE, ZEH 
C 插 人 被 认为 在 315 后 ,因此 对 这 个 搬 人 人 命名 为 315.1C; 同样 的 ， 对 于 缺失 ,在 表示 缺失 
位 置 后 加 “qd ， 例 如 2204， 表 示 在 220 处 核 昔 酸 发 生 了 缺失 。 对 于 确定 的 二 异 质 体 ， 此 位 
置 碱 基 按 主要 成 分 碱 基 记 录 。 如 果 只 怀疑 但 不 确定 有 异 质 体 ， 表 达 为 “N' ， 例 如 AGH 
异 质 体 可 以 表示 为 “N ” 或 ‘Ro 

15.4.3 采用 通用 引物 M13 荧光 标记 法 测序 HV1 区 域 

采用 M13 引物 荧光 标记 系统 检测 ， 要 求 模 板 制 备 的 PCR 反应 引物 5' 带 有 MI13 序列 ， 
在 PCR 反应 中 产物 与 Mi3 互补 的 序列 ， 作 为 测序 反应 中 引物 退火 结合 位 置 。 

1. 引物 序列 

引物 1: M13 ( - 21) L15997: 5'- TGTAAAACGACCACGGCCAGTCACCATTAG CACC- 
CAAAGCT -3 

划 线 部 分 为 M13《 - 21) 通用 序列 ， 针 对 应 用 PE - ABD 公司 的 引物 荣光 标记 测序 试 
齐 盒 而 设计 的 ， 不 影响 PCR 反应 。 

引物 2: H16401: 5 - TGATTTCACGGAGGATGGTG -3' 





=— = 
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2. 测序 模 概 纯 化 及 后 面 的 测序 反应 产物 纯化 方法 同 前 面 介 绍 的 BIGDYE 方法 。 
3.mtDNA 目的 片段 DNA 序列 测定 一 一 莹 光标 记 的 双 脱 氧 终 止 法 
(1) 标记 反应 管 : 每 一 个 样 晶 平行 设置 标记 A、T、G、C 的 4 个 PCR 反应 管 ; 
(2) 按 下 列 准 备 测序 反应 : 
A F hy EF TERS C RME 人 反应 管 
反应 体积 (1) 5 10 10 5 
纯化 好 的 竺 测 DNA 1⁄4 lal lgl lpl 
5 x 测序 缓冲 液 lnl Zyd 2pl lul 
Taq DNA X EW 2.5u 2.5u 2.5u 2.5u 
荧光 标记 的 MI3【- O.Spmol/L JOE 标 1.6pmolL ROX 标 1.6pmol/L TAMRA 0.8pmol/L FAM 标 
21) 引物 记 的 腺 嗓 叭 特异 ” 记 的 胸腺 哮 辽 特 ”标记 的 岛 呆 了 聆 特 ” 记 的 胞 喀 喧 特异 
的 M13 (- 21) 蜡 的 Ml3 {-21) 异 的 M13(-21) 的 M13 (- 21) 
引物 引物 引物 引物 
2' - 双 脱 氧 核 昔 酸 -Lpl2' -RAR ld? -RRAK Idr- 双 脱 氧 鸟 ”1nl 2'- 双 脱氧 胞 
5' -三 磷酸 混合 液 FE BFE PFE FE 


(3) 温 匀 上 述 反 应 液 。 

(4) 在 热 循环 仅 中 进行 测序 反应 。9%% Imn, 5030s, 7230s, 83 15 次 ; 95% 
lmin，72%30 s， 循 环 15 次 ， 迅 速 进 人 4%。 

(5) 合并 同一 样品 的 &、T、C.、C 四 个 反应 管 产物 。 

(6) 加 80p] - 20 C X:2K Z NE 1.5pl 3mol/L NaCA， 沉 淀 DNA 15min。 

(7) 16 OQOr/min 离心 20min， 收 集 沉 淀 。 

(8) 干燥 诉 淀 物 ， 用 按 5:1 混合 的 去 离子 甲 酰胺 :50mmol/L EDTA - Na, (pH8.0) 溶 
解 。 

(9) 9%% 变 性 2min， 迅 速 放 署 于 尊 永 浴 中 。 

(10) 用 PE - ABD 373A, 377 测序 仪 测序 ， 样 品 加 在 6% 3 Dj 6 8k K SERBE B, sk H 
ABD310 毛细 管 测序 仪 测 。 若 用 毛细 管 测序 仪 ， 选 用 POP6。 

(11) 测序 结果 用 测序 软件 自动 分 析 ， 步 又 同 末端 标记 法 。 

15.4.5 循环 测序 两 种 荧光 标记 法 测序 的 峰 形 特点 

由 于 染料 摊 人 方式 不 同 ， 两 种 荧光 标记 法 测序 图 中 碱 基 的 信和 号 强度 有 差异 ， 峰 形 特点 
不 同 。 了 解 各 自 的 特点 ， 有 助 于 序列 的 阅读 。 

1. 引物 标记 法 测序 的 峰 形 . 

(1) 在 2 个 就 多 个 连续 C h, 第 一 个 5 的 峰 一 般 比 较 低 ， 尤 其 是 后 面 的 碱 基 为 G 时 。 

(2) 在 2 个 或 多 个 连续 A 中， 后 面 紧 跟 碱 基 C 的 第 一 个 A 的 峰 较 大 。 

(3) 在 2 个 或 多 个 连续 C 中, 第 二 个 C 蜂 的 信号 被 放大 。 

2. 末端 标记 法 测序 的 峰 形 

(1) MÆ C 后 面 C 蜂 一 般 较 轮 (图 15-5)， 当 碱 基 G 后 面 紧 跟 一 串 碱 基 C 时 ,第 一 
个 CC 的 这 种 情况 更 加 明显 (E| 15 - 6). 
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图 15-6 连续 如 峰 后 面 的 一 串 上 由 的 第 一 个 屏 峰 较 弱 


(2) RE C 后 面 了 峰 一 般 信 号 较 弱 (图 15-7). 


 TCCAGTCGGG AAACC1G6TCGTOGOGCCAG 





图 13- 了 GAAR THI 


(3) 在 2 个 或 多 个 连续 的 了 后 面 的 碱 基 C 峰 的 信号 较 强 (图 15 - 9). 





图 15-8 ER Ti EE C 8k M X 


(4) 在 4 个 或 多 个 连续 的 G 中 ， 第 三 个 CAESA, 后面 的 则 较 强 (图 15-9). 
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图 15-9 一 串 碱 基 GG 中 的 第 三 个 碱 基 C 较 弱 


(5) 在 多 个 连续 的 T 后 面 的 CG 上 峰 信 号 较 强 ， 有 时 强 到 挤 盖 了 附近 的 峰 (图 15 - 10), 


TAAAGACT TTIT TTITGNICCAATOGAT 
220 230 





上 图 15~10 — TAB G $ 8 S gR 


(6) 在 多 个 连续 的 A 中， 第 一 个 A 妖 较 强 ， 而 随后 的 A 话 都 较 弱 (图 15- 11)。 


CCAAA AA AAAAAAAAAAAATC 





图 15-1l 一 串 的 点 贬 ， 第 一 个 上 峰 较 强 ， 而 随后 的 则 较 驯 


(7) 在 多 个 连续 的 T 中 ,第 一 个 T 峰 较 强 ， 而 随后 的 了 峰 都 较 弱 〈 图 15 - 12)。 





x 图 15-i2 一 串 的 T 赚 ,第 一 个 T 蜂 较 强 ， 而 随后 的 则 较 醒 


(9) 跟 在 了 峰 后 而 的 A 妖 信 号 一 般 较 弱 {图 15 -13)。 
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图 15-13 TRAT AHHA 


15.4.6 荧光 自动 测序 分 析 中 的 常见 问题 

1, 在 nested ~ PCR 中 ， 进 行 二 次 扩 增 来 增加 测序 模板 的 量 ， 提 高 测序 灵敏 度 ， 但 同时 
也 增加 了 污染 的 危险 性 。 因 此 必须 在 每 次 扩 增 中 设置 阳性 与 阴性 对 照 ， 保 证 测序 结果 的 正 
确 性 。 

2. 由 于 PCR 友 应 的 特异 性 较 低 或 原始 模板 DNA 过 多 ， 模 板 容易 出 现 杂 带 ， 使 测序 结 
MERA 23 (图 15 - 14)。 因 此 ， 在 模板 准备 时 旧 求 保证 PCR 反应 的 特异 性 ， 使 PCR 产物 
只 有 主 带 ， 而 没有 非特 异性 产物 。 

3. 引物 浓度 过 低 、 引 物 皮 复 冻 融 而 发 生 降 解 ， 或 由 于 引物 浓度 过 高 ， 造 成 序列 荣 带 
£. 








TNANNTNNICAGCNCGOCGNTCNGCGTNTCTGA 





图 15-44 由 于 模板 不 纯 或 PCR 引物 残留 导致 信号 杂乱 


4. 在 保证 模板 质量 前 担 下 ， 测 序 反 应 中 的 聚合 酶 ， 或 核 音 酸 混合 液 交叉 污染 ， 可 能 
引起 杂 带 存在 。 

5. 与 凝 胶 相 关 的 问题 

(1) 在 疑 胶 制 备 过 程 中 ,玻璃 板 未 洗 净 有 油脂 ， 或 洲 胶 时 不 流畅 ， 使 帮 胶 中 有 气泡 ， 
影响 片段 电泳 分 离 ; 

(2) 缓冲 液 浓 度 不 准确 ,缓冲 液 结 易 太 多 ， 电 泳 行为 反常 ， 片 段 迁 移 缓慢 ， 在 程序 设 
定时 间 内 没有 分 离 完 ; 

(3) RRRS AHN, ETH; 

(4) 灌 胶 时 纲 度 太 高 。 凝 胶 聚 合 太 快 ， 基 质 特 作 发生 改 变 ， 凝 胶 电 访 速 度 变 慢 ， 使 峰 
变 宽 ， 在 电泳 早期 分 辩 率 下 降 ; 
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(5) 泌 胺 治 制 后 ， 放 和 置 时 间 过 短 或 过 长 ， 使 分 辩 率 下 降 或 可 阅 污 区 变 短 。 要 求 凝 胶 育 
会 2h 以 上 ， 而 且 在 聚合 后 24h 内 电泳 ; 

(6) 在 制备 的 腕 液 中 ， 或 玻璃 板 、 梳 子 或 缓冲 液 不 小 心 被 有 菊 光 物质 污染 ， 在 胶 图 中 
出 现 一 片 蓝 色 或 绿色 ， 例 如 ， 酒精、 肥皂 或 洗 洗 剂 ， 记 号 笔 的 墅 水 ， 或 质量 较 差 的 甲 酰胺 
当 常 是 荧光 污染 的 原因 。 

6. 原始 数据 扫描 线 低 ， 无 法 读 序 ， 可 能 原 内 是 : 

(1) 模板 太 少 误 质 量 不 好 ， 

(2) 引物 退火 和 失败。 测序 引物 浓度 过 低 、 退 火 温 度 过 高 ， 或 没有 引物 结合 点 。 重 新 设 
计 引 物 序列 ， 调 整 引物 浓度 ; 

(3) 试剂 过 期 或 处 理 不 当 ; 

(4) 热 循环 参数 不 当 : 热 循环 仪 发 生 故 障 或 温度 校正 有 误 ; 或 循环 参数 不 正确 ， 或 反 
度 管 与 扩 增 仪 不 配套 ， 接 触 不 紧密 ; 

(5) 模板 磊 基 组 成 影响 : 模板 中 含有 大 量 G- C， 易 形成 稳定 的 二 级 结构 。 

了. 噪音 高 ， 序 列 杂 乱 ， 可 能 原因 : 

(1) 模板 不 纯 ， 含 有 抑制 酶 反应 的 杂质 ; 

(2) 多 个 DNA 序列 的 模板 ，PCR 扩 增 特异 性 低 ， 含 有 非特 异性 产物 。 可 以 用 琼脂 糖 
凝 胺 电泳 检测 是 否 只 有 一 条 带 ; 

(3) 在 连续 一 申 答 基 处 发 生 隋 的 滑动 ， 导 致 跑 过 一 个 答 基 或 添加 一 个 碱 基 ; 

(4) 引物 发 生 污 染 ， 或 引物 在 多 个 区 域 发 生 有 退火， 产生 杰 加 的 序列 。 

8. 线粒体 DNA 的 DD- 环 高 变 区 1 (HVRI) 的 碱 基 序列 中 ， 从 16193 位 置 【以 轻 链 为 
例 ) 为 5 个 C，1 个 T， 然 后 4 个 C 即 CCCCCTCCCC, HF polyC 的 影响 ， 随 机 终止 ， 无 法 
得 到 这 一 区 域 之 后 的 数据 :， 另 一 方面 ， 由 于 16189 位 置 存 在 C/T 罕 变 ， 如 果 随 机 终止 ， 这 
一 区 域 调 得 的 碱 基 序 列 结 果 难 以 确认 ， 通 常 需要 进行 反 向 测序 ， 检 测 相 互 匹 配 的 重 链 碱 基 
序列 ， 以 补充 完整 结果 。 

9, 由 于 没有 彻底 除去 末 挫 入 到 反应 中 的 带 荧光 的 ddNTP， 在 测定 的 序列 前 100 个 碱 基 
区 域 (BU 40. 70 及 90nt 位 置 ) 出 现 较 宽 的 峰 (图 15 - 15)， 在 序列 中 会 出 现 较 高 的 噪音 。 
有 时 会 严重 到 这 种 残留 碱 基 的 峰 掩盖 整个 样品 的 序列 峰 。 有 时 一 个 较 大 了 峰 出 现在 第 220 
碱 基 周 围 ， 无 法 正确 阅读 结果 。 因 此 在 用 乙醇 或 异 内 醇 沉 淀 测 序 反 应 产物 时 ， 必 须 彻 底 去 
REAR, UERR ERBAA E o 


















































GGT TTTTNC T CCTC TNINT NCAAAGDCNGGTNTCCACCAATTT 
10 50 ` 


PAVA 


图 15-15 未 摊 入 染料 标记 的 ddNTP: k$ 
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10. 在 循环 测序 结果 中 ， 有 时 出 现 二 成 三 个 红色 的 较 宽 T 峰 (图 15 - 16)。 其 原因 目 
前 还 不 清楚 。 大 多 数 情况 下 ， 小 心地 除去 过 量 的 染料 可 以 消除 这 个 问题 。 


GGTCTTCOCCAGTNATOT CGOAGOTGGTGG 





图 15-16 2 个 或 3 个 较 宽 的 了 T 峰 


11. 在 PCR 有 反应 过 程 中 形成 的 引物 二 咎 体 在 纯化 时 可 能 没有 完全 除去 ， 残留 的 引物 二 
聚 体会 影响 循环 副 序 前 数据 。 浏 序 引 物 与 引物 二 聚 体 进行 退火 ， 代 替 目 的 序列 ， 导 致 在 序 
列 前 端 25 ~ 30 个 碱 基 序 列 无 法 判读 ,合理 设计 引物 可 以 避免 这 一 问题 。 

12. 信 品 比 : 为 降低 噪音 ， 获 得 满意 的 信号 值 ， 要 求 PCR 反应 时 模板 DNA 在 检测 区 
域 必 须 完整 、 高 纯度 和 有 一 定 的 数量 ，PCR 产物 纯化 时 要 求 回 收 率 高 ， 云 除 杂 质 能 力 强 ; 
纯化 测序 反应 产物 ， 尽 可 能 彻底 去 除 染 料 分 子 。 同 时 ， 玻 璃 板 的 清洁 也 是 十 分 重要 。 

13. 采用 PF480 PINILIT PCR 反应， 大约 测 序 结果 的 前 和 bp TRAIR., MERKA 
PE2400 或 PE9600 进行 PCR 反应 ， 可 以 解决 这 一 问题 。 这 可 能 是 PE480 的 升降 温 速 度 较 慢 
的 原因 。 

14. WPF Pt. 、 极 易 发 生 污染 等 因素 限制 mtDNA 在 法 医学 应 用 。 如 DNA 世 片 技术 开 
发 更 成 熟 ， 可 常规 应 用 。 


15.5 四 色 荧 光标 记 因 相 微 型 测序 分 析 


1996 年 Gillian 等 人 报道 了 用 复合 固 相 微 型 测序 检测 mDNA D- loop 区 12 个 多 态 人 性 位 
ÉL (H00073, H00146, H00152, H00247, H16069, H16129, H16189, H16224 和 H16311, 
—+K RPF EE C H00302/309 与 L00525/523), MAT 3 3 8 22 RA £; 32 ES B5 3E 988 e 
AR, 23k N| 5:25 4 p hip i XS A KAJ EAA A 0.054 和 10.026。 图 15 - 17 为 
辕 相 测序 原理 与 步骤 示意 图 ， 
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图 15-17 固 相 微型 测序 原理 图 【荧光 标记 法 ) 
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1. 生物 素 模 板 DNA 扩 增 

(1) 引物 用 三 对 引物 扩 增 出 包含 线粒体 DNA 12 个 多 态 性 位 置 的 片段 ， 引 物 序 列 如 
下 (s'—=3'); 

L16048 生物 素 - TCA TCC GAA CCA GAT TIG G 

H16332 GGA TTT GAC TGT AAT GTG CTA TG 

L00066 生物 素 - TGC ATT TGG TAT TTT CGT CTG 

H00326 CAG AGA TGT GTT TAA GTG CTG T 

L00386 CAA CCC TAA CAC CAG CCT AAC 

H00537 生物 素 ~ GGA GCT AAG CTA CAT AAA CTG TG 

(2) 反应 体系 E S50 RARP, A 1- 1i0p mDNA, 1x PCR EMR, 
200pmol/L dNTPs, 2.5u Tag DNA REME, 0.5umol/L ERRAI. i TRE r 94 C 
变性 30s, 573R K 30s, 72 4Ef 90s, MAR 35 次 。 

2. 生物 素 的 扩 增 片段 结合 到 固 相 支持 物 上 

根据 广 家 要 求 将 Dynbead M - 280 用 链 亲 和 束 预 洗 一 下 ， 重 新 悬浮 于 2x 结合 和 洗 兴 组 
冲 液 (2mol/L NaCl, Immol/L EDTA, 10mmol/L Tris- HCI, pH7.5, fk BW 缓冲 液 ) 中 。 
将 40pl PCR 产物 与 4011 巧 泽 好 的 Dynbead 在 48 各 保温 15min， 将 PCR 产物 结合 到 Dynbead 
Eo Dynbead - PCR 产物 复合 物 用 10021 2 x BW 缓冲 液 洗 ， 然 后 再 用 无 菌 蒸 馆 水 洗 结合 
最 后 在 0.15mol/L NaOH 溶液 中 室温 下 保温 4min 使 变 成 单 链 ， 用 10061 0.15mol/L NaOH 洗 
一 次 。 再 用 1001 250mmol/L Tris - HCI (pH8.0), 0.1% Tween - 20 溶液 洗 一 次 ， 然 后 用 
l09ul 10mmol/L Tris - HCI, Immol/L EDTA 游 液 洗 一 次 ，100pl 无 菌 蒸 饮水 洗 一 次 。 洗 好 的 
F - 结合 物 悬 浮 在 0d AARP. 

3. 微型 测序 反应 

C) 微型 测序 反应 引物 ”微型 测序 引物 序列 要 求 在 多 仿 性 碱 基 的 上 游 一 个 位 置 ， 所 有 
测序 反应 的 链 延 伸 - 终 正 只 增加 一 个 碱 基 。 为 了 能 使 所 有 微型 测序 反应 产物 能 通过 凝 胶 电 
泳 区 分 开 来 . 引物 设计 时 根据 电泳 分 离 需要 ， 在 引物 条 端 连接 客 个 T， 使 每 个 引物 长 度 不 
Bj. Æ 15-4 为 测序 反应 引物 ， 








. 表 15-4 测序 反应 引物 
3' 碱 基 定 浓 B 





位 PRS -a {pmol/L} 
H00303 GTC GTG TGG CCA GAA GCG GGG GGA GGG GGG G 6 

H0074 TTE TIT TTF CCA GCC TCF CGC AAT GCT ATC GCG TGC A 0.3 
H16312 TTF TIT TTE TTE TGT GCT ATG TAC GGT AAA TGG CTT TAT GT 0.06 
H16070 TTT TIT TTE TIT TITT TAA GCA TTA ATT AAT TAA CAC RCT TYR RTA 0.4 
H00196 TIF TTT TIT TTT TFT TTA AGC ATT AAT TAA TTA ACA CRC TTY RRT À 6.5 


H00153 TIT TIT TTE TIT TIT TIT TCF GTA ATA TTG AAU GTA GGT GCG ATA AAT AAT 0.3 

H00147 TTE TIT TTI FIT TIT TTT TTA ATA TIG AAC GTA GGT GCG ATA AAT AAT RRR 1.25 
ATG 

HO0248 TIT TIT TTE TTE TIT TTE TTE TITT TTC TET GTG GAA AGT GGC TGT GCA GAC ATT 0.05 
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HI6224 TTI TIL TIT TIT TIT TTT TI? TIT TIT FTG GAG TTG CAG TTG ATG TGT GAT AGT 0.1 — 
TG 

100522 TTT TIT TTT TIT TIT TIT TCT CAT CAA TAC AAC CCC CGC CCA TCC TAC CCA 0.6 
GCA CAC ACA CAC . 

100524 TT TIT TTT MTT TTT TIT TIT TTT CTC ATC AATACA ACC CCC GCC CAT CCT ACC 0.48 
CAC CAC ACA CAC 

Hi6130 TIT TEF TIT TIT TTI TIT TIT TET TIT TIT TIT TIT TIT TGT ACT ACA GGT GCT 0.04 
CAA GT 

Hi6190 TTI TIT TIT TIT TIT TIT TTI TIT TTT TI TTT TIT TIT TIT GGT TGA TTG CTG 0.2 
TAC TTG CTT GTA AGC ATG RGG 





(2) 微型 测序 反应 ”在 0.2ml HERLEEF, JH A 40pl 含有 0.4mol/L Tris - HC 
(pH9.03), lOmmol/L MgCh, 20% — P 3598 5 43 (dimethylsulphoxide)，0.1pl 荧光 标记 的 
ddCTP 和 ddTTP，0.125wl 荧光 标记 的 ddATP 和 ddGTP, 2.5u Tag FS ÆI 3pmol/L EË 13 个 引 
物 ，PE 公司 9 600 扩 增 仪 预先 预 热 到 s7 C. a A MP 5 W BJ 08 E gs Db B ATS A Pk - 
PJ S ry 035 bk Arie h, 57%<30s 后 ， 将 测序 反应 液 加 人 人 珠 - 产物 复合 物 的 管子 
H, 52€ FER 60s， 然 后 将 珠 - 产物 结合 物 迅 速 放 入 冰 水 浴 中 ， 将 测序 混合 液 吸 去 。 

4. BIA 

检测 样品 重新 稀 浮 于 100.1 1 x BW 缓冲 液 中 。 去 掉 1 x BW 缓冲 液 后 ， 样 品 最 浮 于 414 
甲 齿 胺 中 ，72 亿 保温 4min， 然 后 迅速 放 入 洒水 浴 中 。 取 lel 加 样 在 377 测序 仪 的 19% 变 性 
紊 再 烯 酰胺 凝 胺 中 ，1 680VY 电泳 2h， 分析 数 据 。 

5. 结果 分 本 

根据 凝 胶 电 瀛 图 片 中 谱 带 颜色 与 出 现 的 位 置 确 定 核 苷 酸 ， 得 到 单 们 型 。 图 15 - 17 为 
线粒体 DNA 的 12 个 多 态 性 位 置 的 结果 ， 图谱 相对 简单 ， 可 以 进行 混合 样品 分 析 。 

使 用 底 物 四 色 荧 光标 记 测 序 ， 可 凡 同 时 检 调 出 取代 的 每 一 种 碘 基 类 型 ， 比 同位 素 或 非 
同位 素 标记 省 事 、 省 时 ， 费 用 低 ， 更 加 准确 可 靠 。 客 个 多 态 性 点 可 以 一 起 检测 分 析 ， 大 大 
提高 了 效率 。 


15.6 法 医学 应 用 


15.6.1 意义 

1. 由 于 线粒体 DNA 的 高 突变 率 ， 线 粒 体 D - loop 区 存在 着 三 个 高 变 区 (HYR [ . I 
和 亚 )， 具 有 高 度 个 体 差 异性 ， 尤 其 是 高 变 区 工 ， 同 一 人 群 不 同 个 体 间 存在 差异 ， 人 群 与 
人 群 也 存在 益 异 ， 比 如 在 非洲 高 美国 人 群 个 体 间 平均 有 14 个 核 昔 酸 不 同 ， 高 家 索 人 群 中 
只 有 8 个 核 芽 琴 不 同 。 通 过 对 105 名 中 国 汉族 无 关 个 体 的 mDNA D~ loop 区 HVRI (15997 
~ 16401) 测序 分 析 ， 发 现存 在 118 个 碱 基 突 变 点 ， 各 位 置 的 突 谈 率 为 表 15 - 5， 在 此 区 
域 ， 不 同 个 体 平 均 突 变 磊 基数 为 4.029 个 ,最 多 可 达 9 个 碱 基 突 变 。 序 列 分 析 两 个 高 变 
W, HET ik 95.6% 98.1%, RAHE DNA 具有 高 度 序列 多 态 性 ， 可 以 用 于 个 体 识别 。 
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表 15-5 mtDNA15997 ~ 16401 之 间 突 变 位 置 的 碱 基 分 布 频率 





REH A (%) C (%) G (%) T (%) 
16016 99.048 7 0.952 
16019 99.048 0.952 

16020 0.952 99,048 
16021 97.143 2.857 

16022 0.952 99.048 
16023 99 048 0.952 
16025 0.952 99.048 
16027 0.952 99.048 
16028 0.952 99.048 
16030 93.333 6.667 

16037 98.095 1.905 

16042 0.952 99,048 

16050 0.952 99.048 
16053 99.048 0.952 
16055 0.952 99.048 

16060 0.952 99.048 

16061 0.952 99.048 
16068 1.905 98.095 
16069 99.048 0.952 

16075 0.952 99.048 
16085 96.190 3.810 
16086 4.772 95.228 
16092 3.810 95.190 
16093 7.619 92.381 
16094 0.952 99.048 
16095 99.048 0.952 

16102 0.952 99.048 
16107 f 98.095 

16111 95.238 4.762 
16124 0.952 99.048 
16126 0.952 99.048 
16129 26.667 73.333 

16134 98,095 1.905 
16136 3.810 96.190 
16139 99.048 0.952 

16140 2.857 97.142 
16144 1.905 98.095 
16145 3.810 96.190 

16149 99.048 0.952 
16152 1.905 98.095 


16158 99.048 0.952 
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EE Á (%) ú (%) G (%) T (%) 
j] 16161 0.952 E 99.048 

16162 96.190 3.810 

16169 96.190 3,810 

16172 93.333 6.667 

16179 97143 2.857 

16182 98.095 1.905 

16183 97.143 2.857 

]8184 94.286 5.714 

16185 92.382 7.619 

16187 98.095 1.905 

16188 99,048 0.952 

16189 7.619 92.382 

16192 98.095 1.905 

16197 0.952 99.048 

16209 3.810 96.190 

16217 2.857 97.143 

16223 28.571 71.429 

16227 97.143 2.857 

16230 98.095 1.905 

16233 97.143 2.857 

16234 93.33 6.67 

16235 98.095 0.952 0.952 

16239 99.048 0.952 

16240 99,048 0.952 

16249 0.952 99.048 

16255 0.952 99.048 

16256 95.238 4.762 

16257 4.762 95.238 

16259 99,048 0.952 

16260 95,238 4.762 

16261 93.333 6.667 

16262 2.857 97.143 

16264 0.952 99.048 

16266 94.286 5.714 

16268 99.048 0.952 

16274 3.810 96.190 

16278 96.190 3.810 

16288 0.952 99,048 

16290 92.381 7.619 

16291 96.190 3.510 

98.095 1.905 
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P sË 

碱 基 号 A (%) C (%) G (%) T (%) 
16293 99.048 i I E 0.952 
16295 99.048 0.952 
16296 99.048 0.952 
16297 7.619 92.381 
16298 8.571 91.429 
16299 98.095 1.905 

16300 99.048 0.952 

16304 13.333 86.667 
16308 0.952 99.048 
16311 5,714 94.286 
16312 99,048 0.952 

16316 99.048 0.952 

16317- 98.095 1.905 

16319 7.619 92.381 

16324 0.952 99.048 
16325 3,810 96.190 
16327 95.238 4.762 
16334 0.952 99.048 

16335 97.143 i 2.857 

16337 99.048 0.952 

16347 0.952 99.048 
16354 99,048 0.952 
16358 3.0810 96.190 
16359 99,048 0.952 
16360 3.810 96.190 

16361 0.952 99.048 
16362 9.524 90.476 
16367 99.048 0.952 

16371 99.048 0.952 
16376 0.952 99.048 

16374 97.143 2.857 

16376 99,048 0.952 

16385 99.048 0.952 
16390 0.952 99.048 

16393 94,280 5.714 

16395 99.048 0.952 





2. 线粒体 呈 母 系 遗 传 ， 兄 弟 姐 妹 、 夸 兄弟 姐妹 ER mtDNA 序列 一 性 ,已 有 实验 数 
据 表明 四 代 之 内 ， 所 有 母系 亲属 的 线粒体 序列 相同 ， 可 以 进行 母子 〈 女 ) 鉴定 、 身 源 鉴 
Œ, WM Holland (1993) 用 mDNA 测序 法 对 越战 身亡 的 美国 士兵 残 散 进行 了 身 源 上 鉴定， 此 
其 是 那些 无 法 得 到 父母 DNA 样品 进行 鉴定 的 情况 下 ， 利 用 身亡 鞋 攻 兄弟 的 mDNA 序列 进 
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AJE, 检验 时 不 能 单 觉 一 个 碱 基 序 列 的 差异 轻易 排除 其 相似 性 ，3 A F RR 36 AS R| HE 
除 较为 可 靠 。 同 一 母系 人 员 间 序列 也 存在 异 质 性 ， 在 亲缘 鉴定 时 要 了 予以 注意 。 英 国 的 FSS 
和 美国 的 THI 及 军队 武装 DNA 鉴定 中 心 规定 不 能 根据 单个 碱 基 不 同和 而 得 出 排除 结论 。 

5.mtDNA 序列 单 倍 型 数 多 ， 但 是 现在 调查 的 人 群 数据 少 ， 还 未 获得 真正 有 代表 性 的 单 
们 型 的 群体 数据 ， 很 难 进 行 个 体 同 - :认定 和 亲子 鉴定 的 概率 计算 

6. mDNA 序列 分 析 方法 复杂 、 繁 瑞 。 工 作 量 大 ， 费 用 昂贵 ,出错 率 商 。Holjand 和 Par- 
sons 报道 mDNA 测序 错误 率 为 1 多 — 2% 

15.6.3 分 型 结果 解释 

进行 物证 样品 比 对 时 ， 首 先 要 检查 提取 试 痢 对 照 或 PCR 阴 忻 对 照 序列 。 如 果 提 取 试 
州 对 照 或 PCR 阴性 对 照 得 到 与 物证 样 上 总 租 同 的 序列 ， 那 么 物证 样 曲 的 结果 绝对 不 能 使 用 ， 
必须 重新 分 析 。 如 果 对 照样 品 出 现 的 序列 与 物证 样品 的 不 同 ， 结 果 解 释 时 必须 结合 所 有 实 
验 结 果 ， 和 包括 阳性 对 照 、 其 他 阴性 对 照 、 两 次 分 析 的 结果 和 和 阴性 对 照相 对 于 物证 样品 的 相 
对 强度 。 每 次 实验 的 阳性 对 照 的 结果 必须 是 正确 的 ， 本 次 实验 结果 方 叮 应 用 。 

在 确保 mDNA 分 型 正确 情况 下 ， 比 较 物 证 样品 与 参照 样品 序列 。 根 据 人 群 调 查 发 现 ， 
无 关 个 体 在 高 变 区 I 和 开 一 般 有 4 个 以 上 碱 基 序 列 不 同 ， 蜡 质 性 很 少 同 时 发 生 在 两 个 碱 基 
中 ， 不 是 来 日 于 同一 生 系 的 那些 物证 与 比 对 样品 间 不 止 在 一 个 核 背 酸 上 有 差异 。 

1. 如 果 比 对 样品 有 2 个 以 上 的 碱 基 序 列 不 同 ， 可 以 排除 他 们 的 相关 性 。 

2. 如 果 比 对 样品 序列 只 有 一 个 碱 基 差 异 。 分 两 种 情况 ;: (1) 如 果 物 证 样品 观察 到 异 
质 体 ， 而 没有 在 已 知 样品 中 观察 到 ， 或 反 过 来 ， 在 已 知 样 间 中 观察 到 ， 而 在 物证 样品 中 没 
有 观察 到 ， 这 种 情况 下 不 能 排除 他 们 有 同一 母系 关系 或 来 自 于 同一 来 源 。(2) 如 果 未 知 样 
品 和 比 对 样品 问 只 有 一 个 碱 某 差 异 ， 而 又 没有 观察 全 异 质 性 的 存在 ， 此 时 的 结果 解释 应 是 
不 能 确定 (inconclusive), 已 发 现在 个 别 同 一 母系 人 员 间 存在 一 些 差异 ， 有 时 不 同 母 系 或 
来 源 个 体 出 现 单 核 苷 酸 不 同 。 

总 之 ， 样 蜗 间 碱 基 差 泽 数 起 大， 他 们 来 自 于 同一 来 源 或 有 相同 母系 起 源 的 可 能 性 越 
小 。 

3. 如 果 序 列 相 同 ， 那 么 本 能 排除 物证 样品 与 参照 样品 来 自 于 同一 个 来 源 的 可 能 。 比 
如 现场 提取 的 毛发 与 某 一 嫌疑 人 A 的 相同 ， 那 么 这 种 匹配 有 三 种 可 能 情况 : (1) 毛发 可 
能 来 自 于 嫌疑 人 ; (2) 毛发 可 能 来 自 与 嫌疑 人 有 同一 母系 的 亲属 ; G) 毛发 可 能 来 自 与 嫌 
疑 人 无 母系 关系 的 无 关 个 体 。 

如 何 判 定 结果 属于 哪 种 情况 ?属于 其 中 第 三 种 情况 的 可 能 性 有 多 大 ? 也 就 是 说 ， 具 有 
这 种 毛发 序列 的 潜在 人 群 占 多 少 ? 这 一 般 取决 于 所 分 析 的 案件 的 案情 以 及 所 涉及 到 的 
mDNA 序列 。 如 果 案 件 限定 在 一 定 范围 内 ,那么 mDNA 序列 相 匹 配 可 以 认为 是 有 决定 意 
光 的 。 如 两 个 比 对 样品 中 同时 观察 到 相同 的 蜡 质 体 ， 这 就 增加 了 物证 的 证 据 力 。 叉 如 ， 在 
飞机 失事 的 空难 中 ， 采 集 的 残 瞬 是 登 机 的 乘客 与 机 组 成 员 的 ， 也 就 是 说 ，mtDNA 序列 比 对 
局 限 在 -~ 个 比较 固定 有 限 的 范围 和 内。 如 果 某 一 履 客 的 参考 样品 {乘客 的 母系 家 属 ) 与 他 的 
序列 相同 ， 但 与 所 有 其 他 人 员 的 序列 不 同 ， 那 么 这 种 相 匹配 可 以 认为 是 同一 的 。 

在 实际 工作 中 ， 更 常见 的 是 ， 进 行 mDNA 分 析 的 案件 物证 的 来 源 是 未 知 的 ， 没 肯 任 
何 关联 ， 那 么 在 这 种 情况 下 的 mDNA 序列 相同 的 资料 是 不能 作为 最 终结 论 的 决定 性 依据 。 
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AJE, 检验 时 不 能 单 觉 一 个 碱 基 序 列 的 差异 轻易 排除 其 相似 性 ，3 A F RR 36 AS R| HE 
除 较为 可 靠 。 同 一 母系 人 员 间 序列 也 存在 异 质 性 ， 在 亲缘 鉴定 时 要 了 予以 注意 。 英 国 的 FSS 
和 美国 的 THI 及 军队 武装 DNA 鉴定 中 心 规定 不 能 根据 单个 碱 基 不 同和 而 得 出 排除 结论 。 

5.mtDNA 序列 单 倍 型 数 多 ， 但 是 现在 调查 的 人 群 数据 少 ， 还 未 获得 真正 有 代表 性 的 单 
们 型 的 群体 数据 ， 很 难 进 行 个 体 同 - :认定 和 亲子 鉴定 的 概率 计算 

6. mDNA 序列 分 析 方法 复杂 、 繁 瑞 。 工 作 量 大 ， 费 用 昂贵 ,出错 率 商 。Holjand 和 Par- 
sons 报道 mDNA 测序 错误 率 为 1 多 — 2% 

15.6.3 分 型 结果 解释 

进行 物证 样品 比 对 时 ， 首 先 要 检查 提取 试 痢 对 照 或 PCR 阴 忻 对 照 序列 。 如 果 提 取 试 
州 对 照 或 PCR 阴性 对 照 得 到 与 物证 样 上 总 租 同 的 序列 ， 那 么 物证 样 曲 的 结果 绝对 不 能 使 用 ， 
必须 重新 分 析 。 如 果 对 照样 品 出 现 的 序列 与 物证 样品 的 不 同 ， 结 果 解 释 时 必须 结合 所 有 实 
验 结 果 ， 和 包括 阳性 对 照 、 其 他 阴性 对 照 、 两 次 分 析 的 结果 和 和 阴性 对 照相 对 于 物证 样品 的 相 
对 强度 。 每 次 实验 的 阳性 对 照 的 结果 必须 是 正确 的 ， 本 次 实验 结果 方 叮 应 用 。 

在 确保 mDNA 分 型 正确 情况 下 ， 比 较 物 证 样品 与 参照 样品 序列 。 根 据 人 群 调 查 发 现 ， 
无 关 个 体 在 高 变 区 I 和 开 一 般 有 4 个 以 上 碱 基 序 列 不 同 ， 蜡 质 性 很 少 同 时 发 生 在 两 个 碱 基 
中 ， 不 是 来 日 于 同一 生 系 的 那些 物证 与 比 对 样品 间 不 止 在 一 个 核 背 酸 上 有 差异 。 

1. 如 果 比 对 样品 有 2 个 以 上 的 碱 基 序 列 不 同 ， 可 以 排除 他 们 的 相关 性 。 

2. 如 果 比 对 样品 序列 只 有 一 个 碱 基 差 异 。 分 两 种 情况 ;: (1) 如 果 物 证 样品 观察 到 异 
质 体 ， 而 没有 在 已 知 样品 中 观察 到 ， 或 反 过 来 ， 在 已 知 样 间 中 观察 到 ， 而 在 物证 样品 中 没 
有 观察 到 ， 这 种 情况 下 不 能 排除 他 们 有 同一 母系 关系 或 来 自 于 同一 来 源 。(2) 如 果 未 知 样 
品 和 比 对 样品 问 只 有 一 个 碱 某 差 异 ， 而 又 没有 观察 全 异 质 性 的 存在 ， 此 时 的 结果 解释 应 是 
不 能 确定 (inconclusive), 已 发 现在 个 别 同 一 母系 人 员 间 存在 一 些 差异 ， 有 时 不 同 母 系 或 
来 源 个 体 出 现 单 核 苷 酸 不 同 。 

总 之 ， 样 蜗 间 碱 基 差 泽 数 起 大， 他 们 来 自 于 同一 来 源 或 有 相同 母系 起 源 的 可 能 性 越 
小 。 

3. 如 果 序 列 相 同 ， 那 么 本 能 排除 物证 样品 与 参照 样品 来 自 于 同一 个 来 源 的 可 能 。 比 
如 现场 提取 的 毛发 与 某 一 嫌疑 人 A 的 相同 ， 那 么 这 种 匹配 有 三 种 可 能 情况 : (1) 毛发 可 
能 来 自 于 嫌疑 人 ; (2) 毛发 可 能 来 自 与 嫌疑 人 有 同一 母系 的 亲属 ; G) 毛发 可 能 来 自 与 嫌 
疑 人 无 母系 关系 的 无 关 个 体 。 

如 何 判 定 结果 属于 哪 种 情况 ?属于 其 中 第 三 种 情况 的 可 能 性 有 多 大 ? 也 就 是 说 ， 具 有 
这 种 毛发 序列 的 潜在 人 群 占 多 少 ? 这 一 般 取决 于 所 分 析 的 案件 的 案情 以 及 所 涉及 到 的 
mDNA 序列 。 如 果 案 件 限定 在 一 定 范围 内 ,那么 mDNA 序列 相 匹 配 可 以 认为 是 有 决定 意 
光 的 。 如 两 个 比 对 样品 中 同时 观察 到 相同 的 蜡 质 体 ， 这 就 增加 了 物证 的 证 据 力 。 叉 如 ， 在 
飞机 失事 的 空难 中 ， 采 集 的 残 瞬 是 登 机 的 乘客 与 机 组 成 员 的 ， 也 就 是 说 ，mtDNA 序列 比 对 
局 限 在 -~ 个 比较 固定 有 限 的 范围 和 内。 如 果 某 一 履 客 的 参考 样品 {乘客 的 母系 家 属 ) 与 他 的 
序列 相同 ， 但 与 所 有 其 他 人 员 的 序列 不 同 ， 那 么 这 种 相 匹配 可 以 认为 是 同一 的 。 

在 实际 工作 中 ， 更 常见 的 是 ， 进 行 mDNA 分 析 的 案件 物证 的 来 源 是 未 知 的 ， 没 肯 任 
何 关联 ， 那 么 在 这 种 情况 下 的 mDNA 序列 相同 的 资料 是 不能 作为 最 终结 论 的 决定 性 依据 。 
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此 时 必须 考虑 到 这 种 mtDNA 序列 在 人 群 中 的 分 布 频率 。 恨 据 数据 库 内 的 有 关 mDNA 单 信 
型 分 布 数据 和 相关 群体 的 亚 群 体 资料 ， 特 定 序 列 或 单 伴 型 出 现 的 频率 、 来 用 一 些 样品 错误 
的 校正 值 (如 置信 区 间 ，boolsrtap 等 )，. 给 出 估计 的 mtpNA 单 售 体 型 的 频率 。 例 如 ， 英 国 
内 务 部 法 庭 科学 服务 中 心 收 集 了 163 PARRARI DNA 序列 ， 其 中 有 11 人 拥有 问 一 
个 序列 ， 即 了 驼 人 群 拥有 相同 一 种 序列 ， 这 种 匹配 中 ， 其 匹配 的 意义 就 很 低 。 妇 果 比 对 的 
序列 是 第 一 次 发 现 ， 在 数据 库 中 没有 相同 序列 记录 在 案 ， 也 就 是 说 ， 这 种 序列 在 一 般 人 群 
中 较 少 观察 到 ， 那 么 此 时 的 匹配 就 表明 现场 样品 很 可 能 来 自 嫌疑 人 或 嫌疑 人 人 的 同一 他 系 亲 
属 。 
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第 十 六 章 SNP 〈 单 核 苷 酸 多 态 性 ) 分 析 


16.1 概述 


SNP (single nucleotide polymorphism) 是 单 核 上 医 丙 多 态 性 的 简称 ， 指 基因 组 内 特定 核 苔 
酸 位 置 上 存在 有 两 种 不 何 的 碱 基 。SNP 其 实 是 一 种 碱 苇 序列 多 态 性 ， 对 它 的 研究 开始 于 20 
世纪 80 年 代 ， 只 是 那 时 候 没有 把 它 叫 成 SNP， 谭 是 通俗 地 称 为 序列 多 态 性 ， 或 电 点 突变 。 
比如 HLA — DQa， 就 是 一 个 典型 的 SNP 标记 ， 有 后 米 开 发 的 Polymarker 系统 ， 一 些 血型 和 和 蛋 
HERI WG DNA 分 型 系统 都 是 SNP。 直 到 20 此 纪 90 年 代 末 期 ， 科 学 家 们 提出 SNP 这 个 专业 
名 词 ， 来 描述 碱 基 序 向 的 多 态 性 ， 进 行 更 广泛 的 研究 、 开 发 与 应 用 。 

16.1.1 SNP 形成 原因 

碱 基 震 换 以 及 单 个 碱 基 的 插 人 成 缺失 导致 某 一 位 置 碱 基 发 生变 人 化， 表现 出 一 种 二 等 位 
基因 标记 《biallelic markers) 《或 二 柱 遗 传 变 异 )、 二 等 他 基因 标记 或 四 等 位 基因 标记 ， 其 
中 以 二 等 位 基因 标记 较 常见 ， 形 成 一 个 SNP。 在 SNPs 基因 座 ， 碱 基 蔡 换 大 才 数 为 转换 ， 
咒 一 种 嘎 叭 奉 换 威 舅 一 种 味 哈 或 一 种 喀 啶 替换 成 有 一 种 喀 啶 ， 少 数 为 颠 换 ， 即 嗓 哈 与 路 辽 
之 问 的 互 换 。 苦 换 与 颠 换 的 比例 为 2:1。 研 究 发 现 ，SKNPs 在 GC FILERE, WHE 
1 CC, 

16.1.2 SNP 的 特点 

(1) SNP 广泛 存在 于 基因 组 中 ， 大 约 每 1 000bp 存在 一 个 SNF， 在 人 基因 组 中 太 约 有 
300 万 个 SNP， 其 数量 要 比 STR 基因 座 超 出 几 个 数量 级 。SNP 不 仅 广 泛 存在 于 非 编码 区 ， 
而 且 存 在 于 编码 区 ，SNP 在 个 体 识别 与 亲子 鉴定 中 具有 巨大 的 潜力 。 

(2) SNP 大 都 表现 为 二 等 位 基因 标记 ， 即 人 群 中 只 有 二 个 等 位 基因 各 三 种 基因 并 。 易 
于 分 型 和 确定 基因 频率 。 很 适合 混合 样品 的 分 析 。 

(3) SNP 基因 座 的 片段 更 短 ， 更 适合 PCR PGX, 更 能 分 析 降 解 DNA， 因 为 引物 可 以 
设计 得 很 近 ; 而 且 不 会 出 现 像 STR 基因 座 因 佘 合 眩 的 滑脱 产生 的 阴影 带 问 题 。 

(4) SNP 分析 方法 较 多 ， 有 些 不 涉及 电泳 技术 和 片段 长 度 测定 等 一 系列 技术 问题 ， 其 
中 一 些 技 术 更 适合 于 自动 化 。 

一 些 学 者 认为 ，SNP 是 第 三 代 遗 传 标记 。 表 16-1 尾 SNP 与 STR 的 比较 。 

16.1.3 法 医学 应 用 

SNP 标记 可 以 应 用 于 个 体 识 别 和 亲 权 鉴定 。3 ~ 4 个 相 邻 的 这 种 标记 构成 的 单 倍 型 可 
达 8~15 种， 相当 于 一 个 微 卫星 标记 形成 的 多 态 性 。 理 论 上 50 个 这 样 的 SNP 标记 可 以 区 
分 开 目 前 全 球 所 有 无 关 个 体 ， 累 积 识 别 率 可 以 达到 与 DNA 多 基因 座 和 指纹 图 一 样 高 的 水 平 。 
根据 它 的 无 比 优越 性 和 潜力 也 必 将 应 用 在 法 医 物 证 鉴定 领域 里 ， 在 解决 现 有 的 DNA 分 析 
方法 的 不 足 ， 特 别 是 提高 对 降解 DNA 的 分 析 能 力 ， 以 及 根据 现场 生物 物证 的 DNA 基因 分 
析 ， 来 构建 DNA 来 源 人 的 特征 等 对 侦查 破案 非常 有 用 的 问题 上 ， 将 会 有 重要 的 意义 ， 可 
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以 说 这 将 是 法 医 DNA 分 析 的 发 展 趋势 。 音 核 背 酸 多 态 性 虽然 发 现 和 应 用 省 短 短 几 年 ,但 
己 经 应 用 到 研究 各 种 生物 包括 人 的 基因 表达 、 个 体 识别 等 许多 方面 ， 


表 16-1 SNP 与 STR 的 比较 








特征 STR SNP 

大 类 基因 给 中 存在 情况 8 15kh 出 现 1 个 约 每 kb 出 现 1 + 

信息 量 高 W, KHA STR A 20% ~ 30% 

标记 类 型 二 .三 .四 到 串 联 重复 标记 一 等 位 基因 标记 

每 个 标记 的 等 位 基因 数 5 个 以 上 - 艇 2 个 

检测 方法 凝 胶 或 毛细 管 电泳 序列 分 析 方法 ， 微 芯片 杂交 

复合 能 力 用 多 色 荧 光 技 术 可 以 把 10 多 个 ” 微 芯 片 可 以 同时 检测 1 000 多 个 
标记 可 以 复合 在 一 起 标记 


16.1.4 法 医学 应 用 需要 的 SNP 数目 

每 个 SNP 基因 座 只 有 二 个 等 位 基因 ， 其 识别 率 是 比较 低 的 ， 法 医学 进行 个 蛋 识 别 、 
亲子 鉴定 需要 多 少 个 SNP 才能 达到 目前 STR 基因 座 的 检验 水 平 ? Gill (2001) 认为 50 个 
SNP 完全 可 以 达到 12 个 STR 基因 座 的 识别 率 。Ranajit (1999) 等 人 提出 25 < 45 + SNP A 
可 以 达到 CODIS 系统 的 13 个 STR 基因 座 的 和 随机 匹配 概率 (Bd 16 - 1)， 当 每 个 SNP 的 等 位 
基因 频率 为 0.1 3 0.9 BF, 62 个 SNP 的 平均 匹配 概率 为 一 百 亿 分 之 一 。 对 于 有 母子 参加 的 
ETE, SP 的 等 位 基因 频率 为 0.5 和 0.1 时 ， 需 33~81 个 SNP 才 能 达到 99.9% 的 排除 
概率 (16 - 2a) ， 而 对 于 只 有 孩子 参加 而 没有 峡 亲 参与 的 亲 于 鉴定 ， 这些 SNP 只 能 达到 
80% 的 排除 率 (图 16 - 2b)。 





100 
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等 位 基因 频率 


图 16- 1 相当 于 1 个 STR 基因 座 识别 率 的 SNP 基 因 座 数 
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图 16-2 亲子 监 定 所 需 的 SNP 位 点 数 
(a) 好 于 套 加 ; th) 只 有 孩子 参与 鉴定 


16.2 SNP 的 分 析 方 法 


SNP 的 分 析 检 验方 法 很 多 ， 但 也 主要 以 PCR 为 基础 ， 利 用 寿 基 差异 造成 的 DNA 片断 
的 各 种 差异 来 进行 基因 分 型 。 如 利用 单 碱 基 差 异 引 起 限制 性 内 切 酶 切 点 的 产生 或 缺失 进行 
限制 竹内 切 酶 酶 切 分 析 ， 或 者 利用 这 个 差异 碱 基 设 计 等 位 基因 特异 引物 进行 特异 扩 增 ,或 
-利用 单个 碱 基 的 差异 导致 的 构象 不 同 进行 构象 分 析 。 早 期 常用 的 方法 有 : 利用 限制 性 内 切 
酶 切 点 进行 PCR 扩 增 产物 的 RFLP (PCR - RFLP) 分 析 ， 正 向 或 反 向 特异 性 骞 核 香 酸 探 针 
杂交 (ASO - PCR) 分 析 ， 单 链 构象 多 态 性 (SSCP) 分 析 ， 等 位 基因 特异 引物 扩 增 分 析 ， 
异 源 双 链 分 析 ， 变 性 梯度 凝 胶 电 泳 (DGGE) 分 析 ， 直 接 测 序 和 连接 酶 反应 (ligase oligonu- 
cleotide analysis, LOA) 2#, DNA 直接 测序 分 析 方 法 复杂 、 成 本 高 ; SSCP 等 技术 难度 高 、 
信息 量 少 、 操 作 复 杂 ， 以 上 所 有 方法 的 最 大 缺陷 是 费时 、 信 息 量 少 。 目 前 已 经 建立 了 多 种 
SNP 分 析 新 方法 ， 如 : 根据 因 等 位 基因 序列 不 同 产生 的 烷 解 湿度 差异 进行 Tm 漂移 (Tm - 
shift) 分 析 ， 变 性 高 压 淤 相 色谱 (DHPLC) 分 析 ， 分子 信号 (molecule beacons) 分 析 ， 5139 
延伸 结合 时 间 飞 行 质谱 《time - of - fight mass spectrometry, TOF - MS) Air, th HESIA 
DNA 芯片 (DNA chip) 分 析 等 。 表 16-2 列 出 了 部 分 SNP 的 分 析 方 法 。 本 节 仪 就 一 部 分 方 
法 进行 介绍 。 
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表 16-2 部 分 SNP 分 析 方 法 




















.方法 簿 介 
Genetic bit analysis 用 ddNTP 进行 引物 延 伟 ， 颜 和 色 友 应 检 测 
直接 测序 PCR 产物 进行 测序 ， 比 较 分 析 发 现 SNP 点 


变性 高 压 液 要 色谱 (DPHLC) 
TaqMan 5 — 核酸 酶 分 析 
荣光 极 性 化 

质谱 

高 密度 阵列 

电子 点 森 交 


A fa (molecular beacons) 


熔 解 温度 曲线 基因 分 型 


混合 二 个 PCR 产物 ， 进 样 到 离子 对 反 相 HPLC， 如 果 -个 扩 增 产物 
的 单个 碱 基 存在 差异 ， 可 观察 到 笨 外 的 异 源 双 链 峰 

由 检测 和 浏 灭 染 料 组 成 的 荧光 控 针 加 刘 PCR R u h, FE EH 38 ye 65 
扩 增 产物 引起 探 针 的 酶 切 ， 茨 光 傍 号 增加 

ddNTP 为 底 物 对 SNP 点 进行 引物 延伸 ， 检 测 获 光 素 的 极 性 变化 来 显 
不 染料 结合 到 引物 上 

ddNTP 作 底 物 对 SNP 点 进行 引物 延伸 ， 测 量 引 物种 延伸 产物 的 质谱 
差异 来 确定 核 苷 酸 位 置 

EWCKE EIRETAT TEREM, 荣光 标记 的 PCR 产物 
与 之 杂 变 ,结合 到 互补 的 控 针 上 上， 显示 SNP 

所 有 已 知 的 SNP 等 位 基因 排列 在 营 片 上 ， 用 电子 杂交 ， 控制 杂交 
强度 ， 确 定 SNP 

发 展 结构 的 寒 核 昔 酸 探 针 含 有 一 个 莹 兆 分 子 和 淳 灭 分 子 ， 当 淳 灭 
分 子 与 DNA 目标 序列 杂谈 缚 台 时 ， 发 出 装 兴 ， 如 果 两 个 探 针 中 存 
在 有 互补 碱 基 ， 二 个 探 针 发 生 连 接 ， 化 学 显 色 反应 检测 

进行 等 位 基因 特异 PCR, GC- 尾巴 连接 到 等 位 基因 特异 的 正 向 链 
引物 ， 带 有 GC - 尾巴 引物 扩 增 的 等 位 基因 在 较 高 温度 出 现 熔 解 温 
HEH SK. 





16.2.1 引物 延伸 结合 变性 高 压 液 相 色 谱 法 


1. 引物 延伸 法 原理 


引物 延伸 法 原理 类 似 于 微型 测序 方法 ， 首 先 扩 增 出 含有 SNP 的 一 段 DNA， 然 后 一 个 
寡 核 并 酸 引物 直接 在 多 态 性 碱 基 上 游 或 下 游 发 生 退 火 ， 在 底 物 dNTP 和 ddNTP 存在 下 ， 进 
行 一 个 或 几 个 碱 基 的 延伸 。 延 伸 的 碱 基数 目 取 决 于 多 态 性 位 置 的 碱 基 【〈 图 16 - 3)。 赛 核 
苷 酸 引物 的 3 端 碱 基 紧 挨 于 多 态 性 碱 基 ， 引 物 开 始 延 伸 的 第 一 个 碱 基 就 是 多 态 性 碱 基 。 然 
后 根据 延伸 产物 的 大 小 确定 等 位 基因 。 关 于 引物 延伸 产物 的 检测 ， 已 报道 了 许多 方法 ， 如 
放射 性 同位 素 标 记 法 、 发 光 检 测 法 、 显 色 反 应 ， 凝 胶 为 基础 的 荧光 检测 法 和 质谱 分 析 法 、 


变性 高 压 液 相 色谱 法 。 


2. 变性 高 庄 液 相 色 谱 原 理 


变性 高 压 液 相 色 谱 (denaturing high performance liquid chromatography，DHPLC》 又 叫 温 度 
调控 高 浆液 相 色 谱 (temperature — modulated high performance liquid chromatography，TmHPLC)， 
是 一 种 新 的 高 通 量 的 DNA 序列 客 态 性 分 析 技 术 。 该 技术 最 早 由 美国 Stanford 大 学 Octfner 及 
Underhill 等 报道 的 ， 其 原理 是 用 高 子 对 上 反 向 高 压 液 相 色 谱 分 离 检 测 异 源 双 和 链 。 优 点 是 加 样 
和 分析 的 自动 化 ， 引 物 延 促 后 不 需要 进行 纯化 过 程 ， 是 比较 简便 的 SNP 分 析 方法 ， 而 且 


多 个 SNP 可 以 复合 在 一 起 。 
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图 16-3 引物 延 伟 法 的 原理 示意 图 
根据 存在 的 等 位 基因 ， 引 物 可 以 只 延伸 -- 个 威 基 或 延伸 3 个 按 彰 醒 ， 然 后 概 据 址 促 产 物 太 小 分 离 等 
位 基因 。 


3. DPHLC 分 析 SNP 

J l5pl 引物 延 仲 产物 ， 用 Dynamax 自动 加 样 器 {A1 - 96) 在 70 和 下 加 到 SarSep 
DNAsep 柱 (Transgenomic, Santa Clara, Calif, USA) 上 ， 用 含 乙 睛 线性 梯度 的 0.1mol/L 
TEAA (pH7.0) 洗 脱 将 引物 延伸 产物 从 柱 上 洗 脱 下 来 ， 洗 脱 梯 度 由 0.tmolL TEAA 
(pH7.0) + O.Immol/L EDTA - Nas 与 0.1mol/L TEAA {pH7.0) + 25% Z, BW R G m Be 
TEA 的 作用 是 与 DNA 分 子 形成 离子 对 ， 使 DNA 分 子 呈 电 中 性 ， 吸附 在 经 硅烷 基 化 处 理 
的 色谱 柱 上 。 乙 晴 作为 洗 脱 剂 ， 将 TEAA 和 DNA 分 子 复 合体 从 色谱 柱 上 洗 脱 下 来 。 

根据 DNA 片段 大 小 和 片断 单 链 的 组 成 顺序 从 柱 上 洗 脱 下 来 ， 以 峰 的 形式 被 记录 下 来 ， 第 
一 个 峰 为 摊 入 的 引物 峰 ， 然 后 尾 引 物 延 伸 产 物 峰 ， 根 据 峰 的 个 数 和 对 称 性 ， 确 定 基因 型 。 杂 全 
子 个 体 出 现 二 个 峰 ， 但 在 分 离 度 不 够 的 情况 下 ， 往 往 出 现 肩 峰 及 不 对 称 峰 。 
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16.2.2 引物 延伸 结合 时 间 飞 行 质谱 分 析 法 

1 原理 
引物 下 伸 结合 时 间 飞 行 质谱 分 析 (time - of - fhght mass spectrometry, TOF - MS) 的 原 
理 如 图 16 -4 所 示 。 利 用 PCR 技术 扩 增 出 含有 多 态 性 碱 基 的 产物 ， 然 后 用 碰 酸 酶 寻 理 PCR 
产物 以 除去 未 参加 反应 的 底 物 dNTP。 消 化 产物 进行 引物 延伸 。 在 延伸 反应 中 ,延伸 引物 
5' 端 人 请 有 一 生物 素 分 子 ， 在 3' 端 有 酶 切 位 点 ， 而 且 引 物 3 端 在 SNP 的 上 游 一 个 碱 基 处 ， 使 
延伸 反应 开始 捧 人 的 第 一 个 碱 基 为 双 脱 氧 底 物 , 鼻 r*  。 
x EJ - ] “t 





a 物 3 esa af g M 
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Be. SNP 引物 延伸 分 析 中 ， 采 用 5' 端 合 有 生物 泰和 3' 端 附近 有 酶 切 位 点 的 引物 ， 与 SNP 
位 置 上 游 退 火 结 合 。 引 物 5' 端 生物 素 用 来 在 MS 分 析 前 固 相 捕 提 纯化 样 晤 ，3' 端 附近 酶 切 
点 允许 引物 3' 端 从 轩 定 部 分 释放 出 来 ， 同 时 也 降低 DNA 分 子 的 质量 。SNP 位 置 互补 的 核 
苷 酸 在 延伸 反应 过 程 中 被 插入 ， 由 于 在 延伸 过 程 中 只 有 ddNTPs 席 物 ， 延 伸 过 程 中 引物 只 
添加 一 个 碱 基 。 对 于 纯 合子 个 体 ， 产 生 一 个 延伸 产物 ， 对 于 杂 合 子 ， 产 生 二 个 延伸 产物 。 
如 果 延 伸 反应 不 彻 庶 ， 还 剩余 部 分 引物 ， 在 引物 延伸 结束 后 有 引物 和 延伸 产物 网 时 存在 。 
用 MS 分 析 这 二 个 DNA 嘉 核 苷 酸 的 质量 差异 来 确定 SNP 位 置 存 在 的 核 苷 酸 。 用 这 个 方法 
可 以 确定 4 种 可 能 的 SNP 纯 合 子 和 6 种 可 能 的 杂 人 台子 。 

平衡 引物 延伸 反应 使 反应 中 剩余 一 些 引 物 ， 用 作 内 部 标准 ， 提 高 质量 差异 测定 的 准确 
性 和 精确 性 ， 保 证 正确 命名 SNP 核 苷 酸 。 试 验 观 察 到 的 每 个 脱氧 核 背 酸 的 质量 分 别 为 : 
ddC 为 273.5+0.5，ddT 为 288.3+0.7，ddA X 297.2 + 0.5, ddG 22 313.2 + 0.5, Æ 16-5 
展示 了 50 个 SNP 的 4 个 可 能 的 碱 基 的 测量 准确 性 和 精确 性 。 


273.2 Da 





297.2 Da 


[aa 313.2 Da 


288.2 Da 





270 . 280 290 300 310 320 


A Mass (Da) 


图 16-5 200 个 样品 的 质量 差异 图 
X RR SL 3 E B9 II PH SB K EL yp RE: dd 273.2, ddT 288.2, ddA 297.2, ddG 313.2。 


从 分 辩 率 角度 看， 最 难以 区 分 开 的 是 碱 基 A 与 T， 它 们 相差 只 有 9 Da (WA 16-6), 
可 以 通过 限制 性 内 切 酶 酶 切 引 物 方法 ,使 二 者 长 度 差异 更 大 些 ， 解决 T/A 杂 合 子 。 含 有 C 
和 5G 的 大 合子 最 容易 分 离 ， 它 们 相差 和 Da, 
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图 16-6 床 合 子 SNP 的 质量 谱 


列 出 了 daNTP 的 6 个 可 能 的 组 合 CTA, CT, MG, CATIGA CO SEDA EDERE. WEZH iE 
伟 产 牺 问 的 质量 差异 确定 每 个 样品 的 某 因 型 。 玫 16 -3 是 这 些 区 合子 样 喇 测 得 的 质量 资料 . 


天 16-3 杂 合 子 SNP 检 测 结 困 
引物 序列 期 望 前 引物 Sl P ph B EHER 质量 差异 SNP 位 点 延伸 产 物 之 间 








质量 (Da) (Da) (Da) (Da) 的 质量 差 (Da) 

GACGGG 1937 1942.0 2231.0 . 2892.0 T/A 9.1 
2240.1 298.1 

CAAA 1247 1244.7 1541.7 297.0 A/G 18,4 
1560.1 315.3 

ACACA 1536 1538.6 1812,9 274.3 CT 15.1 
1828.0 289.4 

CGAG 1279 1277.7 1550.8 273.1 UA 23 ,2 
1574.0 296.3 

TTGTC 1485 1490.5 1780.4 289.0 TG 25,0 
1805.4 314.9 

GAAT 1278 1275.2 1547.8 272.6 C/G 39.9 


1587.7 312.5 
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3. 多 个 SNP 标记 复合 

根据 不 同 质量 的 引物 可 以 同时 检测 多 个 标记 复合 ， 在 同一 个 反应 内 检测 多 个 SNP 标 
记 ， 节 省 时 间 、 人 力 和 赐 用 。 对 于 退火 温度 近似 的 引物 ， 在 每 个 引物 不 间 位 置 设置 酶 切 
点 。 例 如 一 个 引物 在 3' 端 第 5 个 碱 基 处 引 人 酶 切 点 ， 而 另 一 个 引物 的 酶 切 点 与 3' 端 之 间 有 有 
8 个 碱 基 。 因 此 在 SNP 延伸 反应 和 酶 切 引 物 后 ， 根 据 质量 套数 很 容易 区 分 开 每 个 引物 和 延 
伸 产 物 。 图 16-? 为 6 个 线粒体 DNA SNP 复 人 台 结 果 。 表 16-4 为 这 些 人 类 线粒体 DNA SNP 
标记 的 具体 资料 。 





2000 3000 4000 5000 6000 7000 


W 16-7 在 人 类 控制 区 1021bp 6 个 SNP 标 记 复 合 检测 质量 谱 


表 16-4 复合 检测 K562 细胞 株 的 人 类 钱 粒 体 DNA 的 SNP 标记 
SNP 标 记 mD- WHERE (HE 引物 质量 延伸 质量 JE E 32 F 计算 SNP W 





NA 位 置 ) 型 列 在 前 面 } (Da) (Da) (Da) 3 
L00146 TC Pi = 1819.7 2109.8 290.1 T 
H00247 C sË T Pi = 2813.7 3087.2 273.5 C 
H00152 A sË G P1 = 3770.0 4068.6 298.6 À 
H16311 A sË G P1 = 4387.9 4686.8 298.9 A 
H16069 GĦA Pl = 5411.3 5725.9 314.6 G 
L00195 T m C P = 6509.4 6798.4 289.0 À 


在 SNP 引物 中 揪 人 不 同 前 切 点 比 加 多 聚 了 尾巴 (poly -Ttail) 更 适合 于 利用 质量 或 电 
泳 迁移 率 来 检测 多 个 SNP。 因 为 多 聚 T Jr ik E SNP 引物 向 较 高 质量 方向 漂移 ， 延 伸 产 物 的 
质量 相对 增加 ， 将 增加 对 差异 较 小 淋 合 子 的 分 离 难 度 。 


基本 实验 分 析 方 法 
(1) PCR P H: 在 20u PCR 反应 体系 中 ， 加 含有 lymolAl 引物 ，5 ~ 20ng DNA 模板 ， 
lu Ampli Taq GOLD DNA 集合 酶 ，1 x PCR 缓冲 液 ，1.5 ~ 2.5mmol/L MgCD ， 和 200umol/L 
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dNTPs。95 和 10min， 然 后 94C10s, 55%C30s, 72%30s, 30 个 循环 ， 最 后 72 和 5min。 

(2) PCR 产物 用 是 - 碱 性 磷酸 酶 (shrimp - alkine phosphatase, Sap) aA, KERE 
ABIZE RUR EJ dNTPs。 一般 在 20581 PCR 产物 中 加 入 iu SAP, Æ 377 Pt ËB 60min， 然 后 
15 C15min, 

(3) SNP 延 促 上 反应; 在 20m PCR 反应 体系 中 ， 加 Sm SAP 处 理 的 PCR 产物 ，1 x Tag FS 
缓冲 液 ，1.,2 ~ 2.4u TaqFS, 12.5umol/L ddNTP 混合 液 ，0.5pmolvLl 生物 素 标记 SNP 引物 。 
95Cimin, AE 94C10s, 45 ~ 60%C10s (具体 温度 取决 于 SNP 引物 的 退火 温度 ) ，70% 10s， 
25 ~ 35 个 循环 。 

(4) MS 分 析 : 通过 固 相 吸附 过 程 ， 从 链 亲 和 素 包 埋 研 珠 释 放出 纯化 过 的 DNA, SA 
引物 和 延伸 产物 的 DNA 样品 与 1 ~ 2nl 3 - AER EUR PE BR EDS (3 - hydroxypicolinic acid) 
溶液 混合 ， 点 成 点 。 用 紫外 激光 脉冲 的 TO 质谱 分 析 仪 分 析 。 用 4- R (1272Da) 
和 15 RAER (4507Da) 二 个 塞 核 背 酸 质量 标准 进行 质量 校正 ， 测 定 质 世 ， 进 行 分 型 。 

16.2.3 熔 解 温度 曲线 法 

1. 原理 

培 解 温度 曲线 法 的 原理 是 不 同 长 度 或 不 同 碱 基 序 列 的 DNA 片段 的 熔 解 温度 (Tm) 值 
不 赔 ， 根 据 荧 光 强 度 随 温度 变化 的 熔 解 温度 曲线 可 以 进行 基因 分 才 。 将 双 链 DNA 染料 
SYBR Green [加 到 PCR EPP, RAR DNA 双 链 ， 在 激发 光 的 作用 下 发 出 菊 光 信号 。 当 
PCR 产物 在 加 热 过 程 中 渐渐 达到 DNA 片段 的 熔 解 温度 Tm 时 ，DNA MHSR, BERAT 
号 的 丢失 。 莹 光 信 号 丢失 情况 代表 着 每 一 个 DNA 片段 的 熔 解 温度 变化 情况 ， 而 熔 解 温度 
变化 以 熔 解 曲线 的 形式 表现 出 来 ， 借 助 DASH 仪器 (ThermoHybrid US, Franklin, MS) 来 监 
测 熔 解 曲 线 的 变化 ， 分 析 DNA 样品 的 基因 型 。SNP， 由 于 单个 碱 基 的 突变 ,产生 或 开 失 耳 
制 性 内 切 酶 的 切 点 ， 选 用 适当 的 内 切 酶 酶 切 PCR 产物 ， 有 酶 切 点 的 等 位 基因 片段 被 切 成 
较 短 的 二 个 片段 ， 而 渡 有 切 点 的 等 位 基因 长 度 仍 不 变 ， 导 致 它们 的 熔 解 曲线 不 同 ， 可 以 友 
定 出 基因 型 。 当 然 也 可 以 直接 利用 碱 基 序 列 差 虹 引起 的 Tm 不同 ,进行 溶解 温度 曲线 分 析 ， 
只 是 因 单 个 碱 基 差异 造成 的 Tm 差异 不 是 十 分 天， 在 熔 解 曲线 上 峰 不 是 十 分 清晰 。 因 此 一 
般 选 用 限制 性 内 切 酶 酶 切 PCR 扩 增 产物 ， 使 之 产生 不 同 长 度 的 DNA 片段 ， 根 据 熔 解 温度 
曲线 中 峰 的 位 置 和 数目 确定 基因 型 。 

2. 用 熔 解 曲线 法 分 析 了 - SNPs : M170 和 M9 

Y - SNP MI70 基因 座 的 多 态 性 碱 基 为 G-T，G 型 存在 一 个 Mn IUA, M9 基因 座 
BJ G 型 存在 一 个 Hinf I 酶 切 点 ， 用 PCR 扩 增 含有 包 态 性 碱 基 的 序列 ， 然 后 用 内 煞 酶 消化 
PCR 产物 ， 酶 切 产 物 进行 熔 解 温度 曲线 的 分 析 。 根 据 熔 解 温度 曲线 中 出 现 的 峰 位 置 与 数目 
确定 基因 型 。 

{1) 引物 序列 

M170 引物 5'-— TGT TTT TTC ATA TTG TGT GCA TT - 3' 

5' — GAC ACA ACC CAC ACT GAA AAA GA -3' 
9 引物 5'- CAA AGA AAC GGC CTA AG -3' 
5° ~ GAC ATT GAA CGT TTG AAC A-3” 
(2) PCR 反应 #25 REREH, $A 2.5ul 10 x PCR, 0.lmmol/)]. dNTPs, 
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2.0mmoi/L MgCls，0.4pmol/L 引物 和 2.5u Tag DNA REW 

(3) 扩 增 循环 参数 SCEE Smin i, WATER.: 9430s, 60 %45s, 72%C45s, 
循环 30 次， 最 后 72 C £EfE Smin。 

(4) 内 切 酶 消化 ” 取 扩 增产 物 20p1，M170 基因 座 用 Su Mn Il # 37 C 8 4k. 18 ~ 24h。 对 
于 M9 基因 座 ， 用 5u Hinf IA 37C3854K 18 ~ 24h。 

(5) 熔 解 曲线 分 析 E 10 ~ 20nl ERA BSA- RRT, MARMARA CK, 
甲 醚 胺 和 SYBR Green I) 使 总 体积 为 50pl。 出 MeSNP 软件 进行 分 析 ， 以 每 黎 0.04 和 所 速度 
缓慢 地 将 温度 从 咎 和 上升 到 95 区 ， 观 察 熔 解 曲线 ， 总 的 分 析 时 间 为 30min， 最 后 由 仪器 自 
动 给 出 DNA 样品 基因 型 。 在 仪器 上 一 次 可 检测 96 个 样品 。 

(6) 基因 分 型 ”在 M9 和 M170 基因 座 的 熔 解 温度 曲线 中 ,根据 等 位 基因 峰 位 置 与 数 
日 确定 基因 分 型 (图 16 -8)。 


A.M170 B M9 
Temperature °C vs Fluorescence Temperature °C vs Fluorescence 
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温度 温度 
图 16-8 M17030 M9 基因 座 的 熔 解 曲线 A: M170; B: M9 


为 了 获得 清晰 的 峰 ，SNP 分 析 的 DNA 片段 Tm 值 应 相差 3 和 以 上 。 对 于 检测 Tm 值 在 
2~3 宛 之 间 的 PCR 产物 ， 应 将 温度 上 升 速 度 由 0.04 和 As 调 至 0. 吧 和 xs， 才能 得 到 好 的 结 
果 。 另 外 为 保证 DNA 片段 Tm 值 落 在 仪器 训 求 的 温度 范围 (35 -95%) 内 ， 需 要 加 人 甲酸 
胺 以 降低 Tm 值 。PCR 产物 片 外 的 大 小 也 是 一 个 关键 因素 ，PCR 产物 片段 大 小 在 50 ~ 
150bp 范围 ， 可 以 获得 满意 的 结果 。 

16.2.4 等 位 基因 特异 扩 增 结合 炊 解 曲线 分 析 法 

1. 原理 

这 种 方法 是 利用 等 位 基因 特异 引物 扩 增 SNP 的 等 位 基因 ，、 两 个 上 流 引 物 的 3' 末 端 碱 
基 分 别 对 应 于 SNP 的 两 个 等 位 基因 ， 只 能 扩 增 其 中 一 个 等 位 基因 ， 反 向 引物 可 以 扩 增 两 
个 等 位 基因 。 为 了 提高 扩 增 产物 的 识别 能 力 ， 设 计 反 向 引物 的 序列 时 尽 可 能 使 扩 增 产物 片 
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段 最 短 ， 在 一 个 等 位 基因 特异 引物 的 5" 端 连 接 26 个 GC 尾巴 ， 使 其 Tm 与 另 一 个 等 位 基因 
的 差别 明显 。PCR 扩 增 结束 后 ， 反 应 物 慢 慢 地 升 渴 到 55 和， 升温 的 速度 为 13 min (图 16 
-9)。 记 录 SYBR Green 了 I 的 荧光 强度 减 颈 情况 ， 得 到 熔 解 温度 曲线 ， 确 定 等 位 基因 。 


homozygous 1 





Q, Allele 1 
` b, 
697 90° 
j heterozygous 
Allele 2 60" Qj- 
, homozygous 2 
十 一 一 一 
60° 90” 


图 16-9 Tm- shit 基因 分 型 的 原理 图 
在 复 侣 反应 体系 中 合 有 2 个 等 位 基因 特 措 引物 和 一 个 共用 引物 ， 根 据 模 板 中 存在 的 SNP 等 位 菇 轩 ， 两 个 等 位 基 
内 中 的 一 个 被 扩 增 或 二 个 同时 扩 增 出 来 。 旨 合 子 样品 ， 用 含有 GC 尾巴 的 引物 扩 增 ， 得 到 的 熔 解 曲线 中 的 Tm 峰 在 温度 
范围 的 最 高 端 ， 用 较 短 的 另 一 个 引物 扩 增 出 男 一 个 等 位 基因 ,人 熔 解 出线 中 的 Tm $ ERRER E h Bl. Z T lkt 
被 两 个 正 向 链 引 物 扩 增 ， 熔 解 曲 线 拥 有 两 个 峰 。 


























2. 方法 

(1) PCR 扩 增 ”以 PON 为 例 说 明 

引物 序列 : — s'- TAT TIT CTT GAC CCC TAC TTA CA -3 { 短 等 位 基因 特异 引物 ) 

5' —- GCG GGG AGG GCG GCG GGG GCG GGG CC TIT CTT GAC CCC TAC 
TTA CG- 7 (GC 尾 也 等 位 基因 特异 引物 ) 
5 — CCA CGC TAA ACC CAA ATA CAT CTC -3° (共用 的 反 向 链 引 物 ) 

PCR 反应 : 100d 反应 体系 中 ， 含 有 0ng 模板 DNA, 0.2umol/L 每 种 引物 ，10u Stoffel 
聚合 酶 ，1 x Stoffel 缓冲 滚 (l10mmol/L KClL，10mmol/L Fris- HCI, pH8.3), 5 i 30mmol/L 
KCI 使 之 浓度 为 40mmol/L, 2mmol/L MgCh, 50umol/L dNTPs, 75gmol/L dUTP, 2u UNG, 
0.2xSYBR Green [，2.5 免 甘油 。 

循环 ， 50 乞 保 温 2min, 使 UND A., RAR PCR 产物 引起 的 污染 ， 然 后 9 和 1min Æ 
性 ， 使 UND 失 活 。 进 行 二 个 步骤 的 37 个 循环 : 95%20s, 60 20s。 

(2) 熔 解 温度 ”从 56 和 开始 ， 以 每 1min 增加 1 和 的 变化 通过 40 个 温度 增加 过 程 得 到 
熔 解 曲 绥 。SYBR Green I 选择 亲 和 双 链 DNA， 当 结合 到 dsDNA 时 ， 荣 光 强 度 迅 速 增加 ， 当 
温度 升 高 ，DNA 变性 ， 茨 光 信 号 即 减弱 ， 测 定 每 步 温度 升 高 过 程 中 的 荧光 信 生 。 

(3) 数据 分 析 熔 解 曲线 是 代表 每 个 样品 随 温 度 增 加 荧光 变化 率 曲 线 {图 16 - 10)。 
为 了 获得 该 曲线 ， 首 先 ， 要 将 测量 值 转化 成 相对 荧光 值 : 每 个 温度 下 的 荧光 什 除 以 起 始 
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(56C) 疾 光 值 。 相 对 荧光 和 值 可 以 补偿 涉 同样 品 醒 之 间 的 差异 。 减 去 基线 ， 可 以 大 幅度 地 
消除 只 随 温 度 变 化 引起 的 获 光 强度 变化 。 基 线 值 来 自 于 每 个 样品 的 在 56 ~ 65 宛 范围 内 的 
前 9 个 数据 点 的 线形 回归 。 根 据 Savitgky - Golay 一 级 导数 和 数据 的 修正 获得 烘 解 曲线 。 
Savitzky - Golay 值 的 计算 公式 : 

2x [ (X+1) — (X- 1) + (X+2) - (X-2)] /10AT 

RP: (X+1), (X-1), (X+2) 和 (X-2) 代表 测定 点 后 一 个 点 、 前 一 个 点 、 
个 点 和 前 二 个 点 的 荧光 值 。 





l! 
j! 


B71 
iara 






























































; 0.02 +L... 1... 
60 ai 70 75 80 85 %0 50 65 70 75 gO g5 90 
Hi HAH š 站 "BH: 
化 0.07 £ 0.07 iei ey 
0.06 
0.06 0.05 
0.05 0.04 
004 0.03 
0.02 
Ü.03 OL 
0 
0.02 691 
0.01 üü: 





6 68 7G 75 80 85 SO 7? 75 BO g3 9%% 


的 63 
g J (C) 


图 16-10 WAHR 


用 该 方法 分 析 100 个 样 癌 SNP 基因 座 PON 的 基因 型 ， 对 每 个 样品 在 两 个 相对 温度 范 
国内 的 峰 分 布 作 图 ， 进 行 散 点 图 分 析 ， 结 果 如 图 16 - 11。 很 清楚 地 看 到 每 个 样品 落 在 三 
个 繁 中 的 一 个 ， 图 谱 证 明 分 析 得 到 的 基因 型 正确 、 肯 定 ， 每 一 个 对 应 于 相应 的 基因 型 。 

为 了 更 进一步 证 实 分 析 的 有 效 性 ， 作 者 将 63 个 样品 的 Tm- sh 进 法 得 到 的 分 型 结果 
(PON) 与 用 特异 探 针 站 条 杂交 得 到 的 结果 比较 ， 二 者 之 间 只 有 一 个 样品 分 型 不 同 〈 表 
16-5)。 对 于 直接 测序 这 个 样品 ， 确 认 其 分 型 为 AB 型 【 杂 合 子 )， 与 Tm- Shift 得 到 的 结 
果 一 致 。 证 实 ，Tm - Shift 方法 分 析 结 果 比 较 准 确 、 可 靠 。 
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图 16-11 散 点 国 分 析 
反 每 个 样品 的 糖 解 曲线 报 峰 1 和 峰 2 BSI. (O) 基因 组 DNA; (BN) 非 模板 对 照 


表 16-5 Tm- Shift 与 特异 探 针 轿 条 杂交 在 PON 基因 座 的 结果 比较 











样品 数 Tm 一 Shit 与 特异 探 针 分 型 一 致 性 
HAHA 31 31731 
基因 型 AB 25 24725 
基因 型 B 7 7⁄7 
aP 63 62763 





与 以 获 光 探 针 为 基础 的 方法 比较 ，Tm - Shit 方法 所 需 检 材 少 ， 一 旦 等 位 基因 特异 引 
物 设 计 好 后 ， 可 以 很 快 分 析 大 量 样品 ，40min 的 退火 和 扩 增 及 数据 处 理 ， 在 GeneAmp 5700 
仪 上 一 天 可 以 分 析 192 个 样品 。 而 且 Tm- Shit 分 型 法 自动 化 程度 高 。 

16.2.5 动态 等 位 基因 特异 杂交 法 

动态 等 位 基因 特异 杂交 《dynamie allele - specific hybridization, DASH) 的 关键 是 动力 学 
加 热 和 DNA 变性 一 次 检测 。 不 需要 额外 的 酶 和 反应 步骤 。 
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图 16 -12 是 DASH 的 原理 示意 图 。 用 生物 慰 记 的 引物 进行 目的 DNA 扩 增 ,使 目的 片 
段 带 有 生物 素 ， 生物 素 的 产物 被 链 示 和 素 包 坦 的 徽 孔 滴 定 板 周 定 ， 洒 带 生物 素 标记 的 链 用 
W. 加 “等 位 基因 特异 的 寄 核 背 酸 探 针 ， 在 低温 度 下 杂 交 到 目的 序列 中 ， 形 成 双 链 
DNA 区 域 ， 双 链 特 蜡染 料 结合 到 该 区 。 插 人 旨 料 发 出 的 荧光 强度 与 双 链 DNA (Ett - 靶 
DNA 二 倍 体 ) 的 量 有 关 。 然 后 不 断 给 样品 加 热 升温 ， 不 断 记 录 荧 光 信 号 的 减弱 情况 。 在 
HEH -A DNA 二 倍 体 的 变性 GRR) 温度 ， 荧 光 强 度 迅 速 下 降 。 采 用 一 定 的 缓冲 液 和 染 
料 ， 可 以 很 容易 检测 到 单个 碱 基 不 匹配 导数 的 低 熔 解 温度 (Tm). 




















在 加 热 过 程 中 
YE 3 32 3 wà b 


-一 一 
| 分 村 


WEE 3] SF:PF 5 | 





图 16-12 DASH 分 析 原 理 示 意图 


16.2.6 LightCyeler 结合 熔 解 温度 曲线 方法 

1. 原理 

EightCycler 是 Roche 公司 开发 的 一 种 定量 PCR 仪 ， 不过， 它 利用 三 个 探 针 ， 可 以 检测 
SNP。3' 端 带 有 荣光 团 供 体 ， 与 地 序 列 中 非 多 态 序 询 杂 交 ， 起 固定 作用 ， 称 之 为 固定 探 针 ， 
5' 端 标 有 LightCycle Red 640 或 LightCycle Red 705 的 另 一 个 探 针 跨越 SNP 突变 位 置 ， 称 之 为 
敏感 探 针 或 突变 探 针 。 一 旦 二 个 探 针 与 靶 序 列 林 交 ， 它 们 就 紧 挨 在 一 起 ， 两 个 荧光 团 发 生 
荧光 共振 能 量 传 递 《fluorescence resonanle energy transfer, FRET), # FRET HEH, X% 
供 体 荧光 团 被 LightCyele 仪器 激发 ， 激 发 的 部 分 能 量 传递 给 受 体 荧光 团 LC - Red 640 或 LC 
- Red 705 荣光。 然后 受 体 荣光 团 发 出 较 长 波长 的 荣光， 被 光 竹 二 极 管 测定 、 记 录 。 这 种 
检测 方法 可 以 在 PCR 扩 增 过 程 中 检测 。 

如 果 样 品 基 因 型 存在 突变 ， 敏 感 探 针 与 靶 序 列 不 完全 互补 ， 有 一 个 碱 基 的 错 配 ， 形 成 
的 杂交 体 不 稳定 ，Tm 相对 较 低 。 如 果 溉 有 突变 存在 ,序列 完全 互补 ， 杂 交 有 一 个 较 高 的 
Tm. PCR 反应 后 ， 升 高 温度 ， 观 察 区 光 随 温度 减弱 的 曲线 ， 济 定 敏感 探 针 的 Tm 值 可 以 确 
定 多 态 性 等 位 基因 。 图 16 - 13 是 其 原理 示意 图 。 为 了 获得 最 佳能 量 传递 ， 二 个 探 针 之 间 
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的 空间 距离 应 不 大 于 4bp， 因 为 较 太 的 距离 将 会 导数 灾 光 信号 的 减少 。 为 了 允许 最 长 杂交 
时 间 和 延缓 聚合 酶 引起 的 探 针 位 移 ， 每 个 SNP 的 二 个 杂交 探 针 与 延伸 引物 的 物理 距离 越 
过 越 好 ， 它 们 的 Tm 比 延 伸 引 物 Tm 高 5~ 105 。 为 了 避免 二 个 探 针 被 Taq RARE, 
针 3' 端 被 磷酸 化 。 


o ™ i `. £ 
5 i . "Á 
ls Red 640 R Le-Red 705 EHE 
EEF eE 1 REH | AERE 2 
ss s w 


coden 112 codon Li2 
RRA u, KAA 


a v wA ae aw vo e ww va wa + vr 5 


















WE E -AF -AAT 





45.0 aa 55.0 m. 0 65.0 Tu ü 750 
WECO codon 112 


Æ 16-13 lighteycler 分 析 SNP 的 原理 示意 图 
A: DNA 片 筑 、PCR 引物 、 固 定 探 四 与 突变 探 针 的 示意 图 . 
B: 人 熔 解 曲线 分 析 检 测 SNP (ASFOE 基因 ) codon112 的 不 同 基 因 型 ， 册 线 中 表明 完全 互补 的 纯 台 了 《CCC1 的 Tm 
H 8 — TW 3 Apu Ñu ñ pk (TO 的 高 。 获 合子 个 体 汪 有 二 个 Tm. 





2. 快速 循环 PCR 和 熔 解 温度 曲线 分 析 sY81，M9 和 SRY - 1532 

PCR 和 熔 解 温度 曲线 分 析 在 配 有 32 个 样 融 槽 的 快速 荣光 热 循 环 仪 中 进行 。 每 个 SNP 
在 加 由 反应 体系 中 进行 PCR EA, AA 0.25kmol/L 每 种 引物 ，0.， lnmol/L 的 国定 探 针 和 
敏感 探 针 ，2 岂 的 10 x 缓冲 液 〈 含 有 Tag DNA RGM, Taq PCR 缓冲 液 ，dNTP，10mmol/L 
MgCl)。 每 个 SNP 基因 座 的 引物 与 探 针 序列 如 表 16-6 和 表 16 — 7, 


3 16-6 SNP 扩 增 引 物 序列 





SNP 大 小 (bp) ” 正 向 链 引 物 . 反 向 链 引物 

saY81 209 S'AGG CAC TGG TCA GAA TGAAG3' S'AAT GGA AAA TAC AGC TCC CC3' 
M9 341 5'GCA GCA TAT AAA ACT TIC AGG3  5'AAA ACG TAA CTT TGC TCA AGC 3' 
SRY- 165 5'TCG TTA GCA ACG ATT AAT CTG G3 S'ATA GCA AAA AAT GAC ACA AGG 


1532 CA 
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洁 16-7 序列 特异 杂交 探 针 


SNP GAD uo, zu 3 Bš £ PF F 
sY81 576940 AAA ATG TAG GTT TTA TTA TTA TAT TTC ATT GT- X (HE) 








LC — Red 640 — AAC AAA AGT CCG TGA GAT- P (sensor) 
M9 G42825 CAG AAC TGC AAA GAA ACG GCC TAA -X (anchor) 

LC — Red 640 - TGG TTG AAT GCT CTT TAT TIT TCT T-P (sensor) 
SRY - 1532 108063 ATC ATT CAG TAT CTG GCC TCT TGT ATC T-X (anchor) 

LC - Red 705 — CTT TTT CAC ACA GTG TAA CAT TIT CAA. P (sensor) 


XRRR., PASARA, A T E EE SNP h e E WJ 88 E 


LightCycler 方法 检测 特异 序列 和 探 针 杂交 分 析 包 括 4 个 循环 过 程 : (1) 模板 DNA 的 起 
始 变 性 ; (2) $ DNA 的 扩 增 ; (3) 熔 解 温度 曲线 分 析 ; (4) 仪器 的 冷却 。 具 体 的 SNP 分 
析 实 验 条 件 如 下 : 





HE 循环 数 步骤 1 步 又 2 步 又 3 
变性 1 95T 30s 
KESE E 95%0s sY81: 60 和 10s 72 和 8s 
M9; 59C10s 72C13s 
SRY - ]532;60 10s 72175 
HF 1 95 CO 40C60s 850s 
冷却 1 40%C0s 


步 牟 1 和布 2 的 温度 转换 速度 为 20 和 7s， 步 驯 3 的 议 度 转换 速 谭 为 赂 .2%C Ae。 


SNP 的 熔 解 温度 如 表 16 -8 所 示 。 标 有 同一 荧光 基 团 的 SNP 的 Tm 不 同 ， 彼 此 不 重 杰 。 
图 16-14 为 sY18 位 点 的 分 析 缚 果 。 该 仪器 可 以 检测 三 色 荧 光 ， 不 同 SNP 可 以 复合 在 一 起 
检测 。 


Allele G 





40 45 30 5 0 6 W 5 75 ga 85 
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图 16-14 szai 的 二 个 等 位 基因 的 熔 解 温度 曲线 分 析 结 果 
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表 16-8 三 个 分 析 的 SNP BJ 8 in E 
F FJ bs 8 RE 











SNP 不 匹配 标记 
等 位 基因 0 等 位 基因 1 

sY81 51.35% 57.48€ G-T LC - Red640 

M9 57.85 61.78C G- LC - Red640 

SRY - 1532 59,26 £4.02 TC G-T LC - Red705 


16.2.7 分 子 信号 法 

分 子 信号 【 信 标 ) 是 发 卡 状 分 子 杂 交 探 针 ， 用 来 检测 PCR 荧光 产物 形成 。 分 子 信 号 
过 程 非常 简单 ， 分 子 信号 加 到 PCR 反应 混合 液 中 ， 进 行 PCR 扩 增 ， 产 物 积 累 ， 分 子 信和 号 
结合 到 它们 特 扯 的 靶 序 列 上 ， 每 个 分 子 信 生 - 靶 序 列 杂 交 体 发 出 特定 分 子 信 和 号 的 一 定 波长 
的 荧光 ， 发 出 的 荧光 被 荧光 仪 实时 记录 下 来 或 在 扩 增 结束 后 检测 。 

分 子 信号 售 有 一 个 荧光 分 子 ， 它 的 另 一 端 有 一 个 非 获 光 入 灭 基 团 〈 图 1615). SE 
苷 酸 的 两 端 序列 是 互补 的 ， 形 成 一 个 手臂 〈 或 叫 茶 ) 结构 ， 揪 入 的 环 ( 探 针 区 域 ) 的 序列 
与 扩 增 产物 内 部 的 序列 互补 。 当 分 子 信号 游离 在 溢 液 时 ， 它 成 为 发 卡 结构 ， 荧 光 分 子 与 荧 
光 深 灭 基 团 在 空间 距离 上 所 在 一 起 ， 十 分 接近 ， 使 菊 光 分 子 被 淳 灭 。 反 过 来 ， 如 果 洲 液 中 
存在 分 子 信号 的 互补 序列 ， 分 子 信 和 号 自发 地 结合 到 合成 的 寒 核 芽 酸 靶 序 列 上 (图 16- 
16) ， 探 针 分 子 构象 发 生变 化 ,荧光 分 子 与 入 灭 基 团 在 空间 上 相隔 甚 话 ， 致 使 茶 光 分 子 不 
能 被 六 天， 分 子 信号 发 出 荧光 。 某 一 鼻 环 或 循环 后 的 茨 光 量 取决 于 那 时 形成 的 特异 的 PCR 
产物 。 同 一 管内 可 以 使 用 不 同 的 荧光 素 ， 一 旦 分 子 信和 号 结合 上 去 ， 可 以 同时 检测 到 同一 
PCR 反应 中 积累 的 多 个 靶 序 列 。 分 子 信 和 号 分 析 方 法 省 去 了 泌 胶 电泳 步 允 ， 也 减少 了 潜在 的 
污染 。 
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图 16-15 分 子 情 导 结 档 
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=: 








图 16-16 分 析 信 和 号 检测 SNP ARA 

2. 分 子 信号 的 设计 

为 了 成 功 检测 PCR 反应 ， 要 求 在 PCR 退火 温度 分 子 信号 与 质 序 列 杂 交 ， 游 离 的 分 子 
信号 紧密 地 在 一 起 ， 在 退火 涛 度 没有 奖 光 。 一 般 ， 分 子 信 号 环 的 退火 温度 要 比 PCR 引物 
退火 温度 高 7 ~ 10% ,保证 在 PCR 反应 退火 时 分 子 信号 - 靶 序 列 不 结合 。 一 旦 探 针 序列 
确定 下 来 ， 加 上 二 个 互补 的 茎 序列 ， 拧 针 的 阿 端 各 :一 个 。 蔡 序列 的 发 度 、 碱 基 和 GC 含量 
序列 必须 满足 茎 与 它 的 互补 序列 在 高 于 PCR 引物 退火 温度 7 了 ~ 10 乞 的 温度 下 分 离 。 在 PCR 
引物 退火 温度 下 ， 林 杂交 的 信号 还 保持 发 卡 结构 ， 没 有 荧光 。 

根据 GC 原则 ,可 以 算出 探 针 与 闭 序 列 杂 交 的 退火 温度 。- - 般 ， 探 针 序列 长 度 为 15 ~ 
33 个 核 背 酸 。 游 离 分 子 的 构象 设计 成 发 卡 结构 ， 过 长 的 茎 会 降低 分 子 信 号 与 技 序 列 的 杂 
ZEE. 

分 子 信和 号 序 列 设计 、 合 成 后 ， 调 整 PCR 缓冲 液 条 件 ， 确 定 分 子 信 号 姐 火 特性 ， 以 保 

证 分 子 信号 信人 能 良好 ， 符 合 预 期 的 要 求 。 图 16 - 17 为 典型 分 子 信号 的 下 个 退火 曲线 的 退 
火 图 ， 一 条 是 单独 分 子 信和 与 的 曲线 ， 第 二 条 是 分 子 信号 完全 互补 单 链 赛 核 朝 酸 革 序列， 第 
三 条 是 分 子 信号 与 缀 序列 有 - -个 碱 基 不 匹配 的 曲线 。 














. PCR 
Annealing Temperature 










































































90 80 70 60 50 40 30 pit 10 Ü 
Temperature CC) 


图 16-17 分 子 信 号 的 熔 和 解 温 度 曲线 
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16.2.8 TaqMan 法 

TaqMan 技术 是 PE 公司 开发 的 ， 日 前 已 开始 应 用 于 基 央 检测 。 该 技术 的 基本 原理 如 图 
16 -18 所 示 。 它 利用 了 Tag 酶 的 5' 外 切 栈 活性， 合成 一 个 能 上 与 PCR 产物 杂交 的 探 针 ， 访 
探 针 的 5' 端 标记 一 个 莹 光 分 于 ，3' 端 标记 男 一 个 荧光 分 子 。 其 中 3' 端 诡 光 分 子 能 够 吸收 5 
端 莹 光 分 子 发 出 的 荣光， 因此 正常 情况 下 该 探 针 愉 测 不 刘 5 喘 荧光 分 子 发 出 的 荧光 ， 员 能 
检测 到 3' 端 诡 光 分 子 的 荧光 信号 ,但 当 海 渡 中 有 PCR 产物 【模板 ) 时 ,该 探 针 与 模板 结 
合 ， 激发 Tag 柱 的 3 外 切 酶 活性 ， 将 探 针 5' 问 连接 的 荧光 分 子 从 探 针 上 切割 下 来 从 而 发 出 
荧光 ， 切 割 的 荧光 分 子 数 与 PCR 产物 的 数量 成 比例 。 设 计 等 位 基因 特异 的 引物 ， 进 行 等 
位 基因 特异 扩 增 ， 检 测 PCR 反应 液 中 的 荧光 量度 确定 SNP 分 型 .其 主 虎 不 足 是 ; (1) 采 
用 荧光 济 灭 及 双 末 端 标记 技术 ， 因 此 注 火 难以 彻底 ， 本 底 较 高 ; (2) 采用 酶 外 切 儿 性 ， 因 
此 定量 时 受 酶 性 能 影响 ; (3) 探 针 标记 成 本 较 高 ， 不 便 普 及 应 用 。TaqMan 技术 在 定量 分 
析 及 基因 遗传 突变 分 析 等 领域 有 广泛 应 用 。 


























R Q 
`——n - OV 
Taqman $r 
ip _ K Taqman sf 8 





ECE 
16-18 Taqman DR PB ER 

16.2.9 焦 磷 酸 测序 法 

焦 磁 酸 测 序 法 原理 是 利用 一 个 级 联 化 学 反 诺 监测 核酸 链 延伸 反应 ， 同 时 产生 一 个 焦 磁 
E, RARA Sulfrylase 催化 下 ， 与 APS 反应 生成 ATP, ATP 在 荧光 素 酶 的 作用 下 ， 发 出 的 
荧光 由 PSQ96 系统 检测 。 检 测 到 的 发 光 强 度 与 挫 人 人 核 车 酸 数 量 成 正比 (图 16 - 19)。 

利用 焦 磷 酸 测 序 在 10min 内 可 以 检测 96 个 样品， 具有 快速 、 高 通 量 ， 准 确认 高 等 特 
点 ， 不 需要 制备 胶 ， 不 需要 毛细 管 ， 不 需要 英 光 染料 和 同位 素 ， 也 不 需要 特异 DNA 标记 。 

16.2.10 其 他 分 析 方 法 

除了 上 述 介 绍 的 方法 外 , 还 有 以 杂交 为 原理 的 DNA 杂交 芯片 技术 分 析 SNP， 将 所 有 的 
序列 特异 的 寒 核 车 酸 探 针 经 过 外 理 点 样 在 尼龙 膜 / 玻 坊 载 片 或 硅 片 等 固 相 支 持 物 上 上 ， 与 待 
检测 的 样品 DNA 进行 杂交 ， 根 据 检 测 到 的 信号 位 置 进行 基因 分 型 ，PM 系统 就 是 一 个 很 小 
的 芯片 ， 目 前 已 有 人 开发 出 了 拥有 20 000 多 个 探 针 的 线粒体 DNA 分 析 世 片 。 另 外 ， 在 线 
粒 体 DNA 章节 介绍 的 微型 测序 方法 也 可 以 进行 SNP 分 析 ， 有 具体 参见 线粒体 章节 。 


16.3 法 医学 应 用 的 SNP 标记 


SNP 广泛 存在 于 基因 组 中 ， 理 论 上 每 300 ~ 1 000bp 发 现 一 个 SNP， 是 目前 数量 最 多 的 
遗传 标记 ,被 认为 是 第 三 代 遗 传 标记 ,也 是 未 来 广泛 应 用 的 标记 之 一 。 溃 实 上 ,已 有 许多 
SNP 标记 广泛 应 用 于 法 医学 领域 ， 进 行 个 体 识别 与 亲 权 鉴 定 。 如 线粒体 DNA 的 D - 环 区 
的 序列 、 白 细胞 抗原 HLA 1 类 和 II 类 标记 、ABO 和 MN 等 血清 型 标记 、 和 蛋白酶 型 ， 有 5 个 
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” 国 16-19 焦 磷 栈 测 序 法 分 析 SNP 原理 示意 图 
标记 组 成 的 Polymaker (PM) 系统 ， 等 等 ， 都 是 SNP 标记 。 

16.3.1 HLA 标记 

HLA 系统 的 遗传 基因 定位 于 第 6 号 染色 体 短 辟 2 区 1 带 3 亚 区 ， 这 个 区 域 称 为 HLA 
区 或 主要 组 织 相 容 性 复合 体 (major histocompatibility complex，MHC})。 控 制 32 微 球 蛋白 的 基 
因 在 第 15 号 染色 体 上 。 按 其 编码 产物 的 结构 、 表 达 方 式 、 组 织 分 布 与 功能 可 将 HLA 基因 
区 分 为 三 类 。 

[类 基因 区 域 包 括 HLA-A, B, C, E, F, G, H#fiJ8 个 座位 。HLA - A, B #l C EEN 
分 别 编码 A. B 和 《抗原 的 a 链 ， 其 中 A 有 50 个 等 位 基因 ，B 8 974, C 8 3448. E, F 
和 G 座 位 的 产物 功能 不 明 ，H 和 本 是 假 基因 。 

IT 类 基因 又 称 D 区 ， 主 要 包 揪 HLA - DR, DP 和 DQ =+ EL, AEKA A 基因 
和 了 基因 ， 分 别 编码 a 链 和 B 链 。DRA 基因 几乎 无 多 态 性 ， 只 有 2 个 等 位 基因 。DRB1 # 
有 106 个 等 位 基因 ，B3 有 4 个 ，B4 有 5 个 ，B5 有 5 个 。DQ，DP 各 有 2 对 点 基因 、B 基 
因 。 DQA 1 # 15 个 等 位 基因 ，B1 # 26 4 DPA1 有 8 个 ，B1 有 和 9 个 。DRB1，B3，B4， 
B5，DQA1，HB1，PDPA1，B1 都 是 功能 基因 ，DRB2，DPA2，B2 是 假 基因 ，DOA2，B2 的 基 
因 产 物 未 能 检 出 。 

HLA 研究 进展 迅速 ， 先 后 证 实 了 HLA-A, B, C, D, DR, DP, DQ 七 个 座位 ， 并 研 
究 了 白细胞 配 型 与 皮肤 、 晴 移植 的 关系 ，HLA 与 疾病 的 关联 性 以 及 HLA 的 群体 遗传 学 等 。 

HLA 多 态 性 分 析 主 要 是 用 以 PCR 为 基础 的 方法 ， 如 PCR - RFLP, PCR- SSP, PCR - 
SSOP 和 SSCP 方法 ， 其 中 PCR - SSOP 方法 研究 最 早 ， 应 用 最 广 。HLA 分 析 芯 片 正 在 研究 
中 ， 在 不 久 的 将 来 面世 。 
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16.3.2 Polymarker ( AmpliType PM + DQA1) 分 析 系 统 , 

Polymarkcr ( AmpliType PM + DQA1) 分 析 系 统 可 以 同时 扩 增 6 个 遗传 标记 [ILA 
DQA1，LDLR (low - density lipoprotein receptor， 低 密度 脂 蛋 白 受 体 )，GYPA (glycophorin A, 
血型 糖 蛋白 A), HBGG (hemoglobin G gammsglobin， 血 红 蛋 白 Gy REH), D758, Ce 
{group - specific component， 组 特异 成 分 )]。 表 16- 9 为 其 染色 体 定 位 。 所 有 6 个 基因 座 可 
以 用 反 向 等 位 基因 特异 塞 核 背 酸 探 针 杂 交 和 检测 。5 个 Polymarker 基因 座 共 检 出 972 个 基因 
型 ，HLA DQA1 基因 型 共 检 出 28 个 基因 座 ，PM + DOAL 系统 共有 27，216 个 基因 型 。 表 16 
-10,， 表 16-11 为 四 个 人 种 的 等 位 基因 频率 。 


表 16-9 PM 系统 组 成 的 有 关 基 因 产 








HLA DOAL LDLR GYPA HBGÇ D758 GC 
6p21.3 — 1913.1 - 478-31 11p15.5 491T 一 行 
染色 体 定 位 P 33 k P 7q22 -31.1 
PCR 产物 片段 大 239/242 214 190 172 151 138 
小 《bp) 
等 位 基因 数 7 2 2 3 2 3 





a: HLADQA1 4.2 种 4.3 到 等 位 基因 可 以 检 出 ， 但 在 此 分 析 中 被 此 刷 有 莽 别 ; 
b: 可 以 检 出 GYPA A 入 引物 等 位 基因 ， 但 此 系统 中 彼此 没有 差异 。 


表 16-10 PM 系统 4 个 人 种 的 等 位 基因 的 频率 











等 位 基因 非 - 美 人群 高 家 索 大 群 SE ERTH A F SW 修 斯 敦 人 人群 
LDLR A 0.224 0.453 0.415 0.563 
LDLR B 0.776 0.547 0.585 0.438 
GYPA À 0,476 0.584 0.532 0.656 
GYPA B 0.521 0.416 0.468 0.344 
HBGG A 0.507 0.470 0.426 0.344 
HBGG B 0.197 0.524 0,548 6.609 
HGBB C 0.297 0.007 0,027 0.047 
D7S8 A 0.614 D.615 0.585 0.682 
D758 B 0.386 0.385 0.415 0.318 
Ge À 0.1023 0.257 0.277 0.271 
Ge B 0.707 0.172 0.223 0.208 
Ge C 0.190 0.571 0.500 ` 0.521 


R 16-11 HLA DQA1 基因 座 的 等 位 基因 频率 





等 位 基因 非 - 美 天 群 高 家 索 人 群 KO A BE 
1.1 0.125 I 0.158 0.105 
1.2 0.329 0.190 0.130 
1.3 0.058 0.073 0.053 
2 0.130 0.145 0.115 
3 0.090 0.192 0.218 
4.1 0.185 0.214 0.269 


4.274.3 0.083 : 0.028 0.110 
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17.1 种 属 监 定 
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2. 方法 2 
引物 序列 5 -CATCGACCT TCC ACC CCC ATC AAA CAT- 3’ 
5' — TGT TCT ACT GGT TGG CCT CCA AT TCA — 3! 

此 对 引物 是 Zehner (1998) 报道 ， 可 以 扩 增 981bp Cytochrome b 基因 片段 。 

扩 增 体系 ”在 50p] 反应 体系 中 ， 含 有 100ng DNA, 20pmol 引物 200umol/L dNTPs, 1 
x PCR 缓 神 浪 ，160pg/mi BSA，0.2u Tag DNA 聚合 酶 ， 

PCR 循环 参数 94%3min, 94% 30s, 55% 30 s, TZT 30s5，30 个 循环 后 ，72% 8min, 
1 个 循环 。 

PCR - RFLP PCR 扩 增产 物 在 1% 琼脂 糖 凝 胶 中 电泳 分 离 ， 纯 化 回收 981bp。 如 果 扩 
增 特异 性 较 好 ， 存 PAGE 中 没有 非特 异 带 ， 不 需要 进行 PCR 扩 增 产物 的 纯化 ， 可 以 直接 进 
行 RFLP 分 析 。 按 内 切 酶 生产 厂家 使 用 要 求 进行 Au 了 和 NcoI 的 消化 ， 酶 切 产 物 在 6% 
PAG 电泳 。 人 和 各 种 动物 的 酶 切 图 谱 不 同 ( 表 17 - 1),， 由 此 可 以 区 分 动物 与 人 ,不同 品 
种 的 猪 之 间 也 存在 着 差异 ， 并 自 真菌 mtDNA 不 能 扩 增 出 981bp 片段 。 


表 17-1 Cytob 基 因 的 PCR - RFLP 分 析 结 时 








RDE _ . 
Alu I 453 580 517 463 655 450 834 _ _ 978 
322 243 450 387 206 374 157 3 
206 131 14 101 120 157 
27 30 
Nco I - - - 一 一 一 一 - 623 623 ~ 
349 349 


17.1.2 28srDNA 分 析 

28sRNA 大 亚 基 序列 进化 旭 ， 相 当 保 宁 ， 而 28s rDNA 则 进化 快 ， 物 种 之 同 变 化 较 大 。 
Natio (1992) 等 设计 引物 扩 增 28s rDNA {图 17 -2)， 发 现 人 和 动物 有 差异 (图 17 - 3b)。 
Á DNA 的 扩 增 片段 为 [08bp、104 bp. IOI bp #l99 bp， 主 要 产物 为 99 bp 片段 。 出 现 4 个 
片段 的 原因 订 能 是 28s rDNA 定位 于 5 个 不 同 的 染色 体 上 上 ， 但 不 同 个 体 的 带 是 一 致 的 ， 没 - 
有 多 态 性 (图 17 -3a)。 设 计 此 区 域 特异 的 引物 进行 PCR 扩 增 ， 进 行 种 属 鉴定 。 


MS Pis nile may O nP 
ALCUAGL A LA DEE Iy <er nme =s a GAAACCGAM CAL DAGA Erea = gt 


A, 
2KS rRNA 5' 








图 17-2 引物 结合 区 
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图 17-3 28srDNA 分 析 物 种 
a: 这 个 不 同 的 人 人 ; b 不 同 物种 的 鉴定 


引物 序列 5'- ATC TAG TAG CTG GTT CCC TC -3 
5' - CCT CTA ATC ATT CGC TTT AC -3' 

PCR 皮 应 ”在 3061 Ru Ik # rh, £A 10 ~ 100ng DNA, 1x PCR Æ mit (50mmol/L 
KCl, 1.5mmol/L MgCl, 10mmol/L Tris - HCl (pH8.3)), O.2umol/L $ #R 51 ËJ, 200pmol/L 
dNTPs, lu Tag DNA RAM, 

PCR 循环 94% min, 58Cmin, 72 Clmin, EFR 30 次 。 

PCR 扩 增产 物 在 8% RAAE 9:1) 电泳 ， 银 染 检测 。 

17.1.3 Alu 序列 分 析 

前 面 已 提 到 Alu 序列 为 哺乳 动物 特异 的 序列 ， 有 文献 报道 用 PCR 扩 增 Alu 序列 进行 种 
BEE. WA Alu9.1 和 9.2 引物 进行 PCR 扩 增 ， 只 有 人 和 猴 可 得 到 130bp 的 特异 性 片段 ， 
其 他 动物 得 不 到 扩 增 产物 ， 由 此 可 以 鉴别 是 否 为 人 DNA。 

引物 序列 Alu9:1 5'- GGC ACT TTG GGA GGC CAA GG -3 

Alu9.2 5:'- TAC AAG CTT CTG CCA CCA TGC CAA C — 3: 

在 反应 体系 中 ， 含 有 10 ~ 100ng DNA, 0.2umoÁl/L 每 种 引物 ，200pmol/L dNTPs, lu Taq 
DNA RAN, 50mmol/L KCL, 1,5mmol/L MgCl，10mmol/L Tris - HCl, PCR 反应 在 95 C% 
性 Smin 后 ， 进 行 94C30s, 55%C30s, 72% 1min, 30 个 循环 ， 最 后 在 72 人 保温 10min。 

扩 增 产物 在 2% SRB SE WE H hiki. EB 染色 ， 紫 外 灯 下 观察 结果 。 

17.1.4 SON 基因 3' 端 非 翻译 区 (SON 3'UTR) 分 析 

SON 基因 定位 于 人 21 号 染色 体 ， 用 PCR 分 析 哺 乳 动物 ， 发 现 PCR 扩 增 片段 太 小 在 
160 ~175bp 范围 ， 具 有 扩 增 片段 长 度 多 态 姓 ， 如 人 DNA 片段 为 175bp， 狗 174bp， 猫 为 
172bp, ËL 171bp， 猴 168bp， 老 鼠 160bp (图 17-4)。 与 人 DNA 比较 ， 存 在 许多 种 属 特 
异 的 4 或 了 的 缺失 与 播 人 ， 物 种 之 间 有 差异 (图 17 - 5)， 但 物种 内 没有 差异 。 
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图 17-4 人 与 数 种 动物 的 SON 基因 3 端 非 翻 译 区 和 多 态 性 
1: Aj 2: H; 3: 38; 4: 3k; 5: WE 6: 小 鼠 ; 7: 阴性 对 照 


TCAGCTACACCTACATAGACGTAAAATGATAATTAAAATGCTGTAACCAA 
TCAGCTACACCTAGATAGACGTAAAATGATAATTAAAATGCTGTAACCAA 
TCAGCTACACCTAGATAGACGTTAAATGATAATTAAAATGCTGTAACCAA 
TCAGCTACACCTAGATAGACGTTAAATGATAATTAAAATGCTGTAACCAA 
TCAGCTACACCTAGATAGACGTAAAT- - - - AA- - AAAT- GCTGTAACCGA 
TCAGCTACACCTAGATAGACATAAATTAATAA- - AAATCGTCTTAACCAA 
AEDE EAE IERE EAE EAE EAEE EEEE EE E Oa E xx osek x O ARESO = 
CTTATCTAATAAAA- TIGGCAACCAGCCACTATTFTGTTGACTATGAGAA 
CTTATCTAATAAAA- TIGGCAACCAGCCACTATTFTGTTGACTATGAGAA 
CTTATCTAATAAAA- TCGGCACCCAGCCACTATTTIGTIGACT- - GAGAA 
CTTATCTAATAAAA- TCGGCAACCAGCCACTATTTTGTTGACTATGAGAA 
CTTATCTAATAAAAATIGGCACCCAGCCGCTATTTIGTIGACT- - GAGAA 
CTTATCTAATAAAAATTGGCAACCAGCCACTATTTTGTTGACTATGAGAA 
A 号 SEE MO E 3 ER Eak 直 * w * *+ * 09 g 92 w * LEETE E EE 8 % w % %* 其 X 39 x 
AGTTAAAAGTITATGTTAATTTITAGGGTCTGATAGAATATTTCATGTGT 
AGTTAA------- TGTTAATTTITAGGGTCCGATAGAATATTTCATGTGT 
AGTTTAA- GTTFATGGTAATTTITAGGGTCTGATAGAATATTCCATGTGT 
AGTTAAA- GTITATGTTAATTTTTAGGGTCTGATAGAATATTTCATGTGT 
AGTTTAT- GTTAAT- - - - - TITITAGGGTCTGATAGA- TATT- CATGTGT 
AGTTTAA- GTITATGTTAATITITAGGGTCTGATAGA- TATT- CATGTGT 
exer * * EKREN ENAKE KEKERE FERK  HEXHKAX 
ATTACAGTGGTATTCATATGCTATGT 
ATTCCAGTGGTATTCATATGCTATGT 
ATTACAGTGGTATTCATATGCTATGT 
ATTACAGTGGTATTCATATGCTATGT 
ATTACAGTGGTATTCATATGCTATGT 
ATTACAGTGGTATTCATATGCTATGT 
图 17 -5 崩 乳 动物 SON 3'UTR 序列 
下 划 线 部 分 为 PCH 引物 结合 区 ，* 表示 序列 相同 钼 ， — ERRA 
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方法 : 
PCR 引物 5'- ACA TAG CAT ATG AAT ACC — 3' 
5' - GTC TAT CTA GGT GTA GCT CA -3' 

PCR 友 应 体系 fE 100pl 反应 体系 中 ,含有 lpmol/L 引物 ，200pmol/L dNTPs, I1.5mmol/L 
MgCl，5 ~ 50ng 基因 组 DNA, 2.5u Tag DNA RAM, 

PCR JH 3F 2522 95% lmin, 54CImin, 72C2min, JF 30 次 。 

PCR 产物 分 析 PCR 产物 加 在 oi ERARA A SEE rh. 00y 电压 下 电泳 过 夜 。 

SON 3'UTR 多 态 性 分 析 方 法 其 有 以 下 优点 ;: 

(O 单一 PCR 产物， 结果 容易 解释 ; 

(2) PCR 打 增产 物 片 段 小 ， 容 易 扩 增 ， 利 于 降解 样品 分 析 。 

此 外 , 1994 年 Lee 等 人 用 随机 引物 扩 增 (Random amplified polymorphic DNA, RAPD) 方 
法 对 多 种 动物 的 基因 组 DNA 进行 扩 增 ， 建 立 多 种 动物 RAPD 指纹 图 ， 通 过 与 已 知 动 物 
DNA 比 对 ， 可 以 鉴别 出 牛 ， 山羊 、 狗 、 猪 、 小 鼠 、 奖 及 胸 等 动物 。 只 是 RAPD 技术 难度 
大 ,重复 性 差 些 ， 还 需要 已 知 阳性 对 茹 。 


17.2 性 别 检验 


17.2.1 概述 

用 DNA 技术 监 定 性 别 ， 自 2 世纪 80 年 代 中 期 开始 各 国学 者 就 报道 了 Y Hx KEE 
DNA 探 针 杂交 以 及 扩 增 染色体 特异 DNA 的 序列 等 多 种 方法 检测 性 别 。20 世纪 oo 年 代 
开始 用 PCR 法 扩 增 %X、YY 两 条 染色 体 特 异 DNA 片段 鉴定 性 别 。 如 Amelogenin (Y — 染色 体 
KE) 和 睾丸 决定 因子 TDG 基因 (Y -染色体 短 辟 )。 由 于 DNA 分 析 技 术 鉴 定性 别 具 有 准 
确 、 微 量 等 优点 ， 如 今 已 成 为 法 医 物证 性 别 鉴定 的 主要 方法 。 

要 求 用 子 性 别 鉴 定 的 方法 能 够 同时 或 平行 检验 X. Y 染色 体 。 如 果 只 分 析 检 验 丫 染色 
I, 不 同时 检验 X 染色 体 ， 结 果 解 释 比 较 复杂 ， 因 为 有 以 下 三 种 可 能 情况 会 导致 没有 站 - 
特异 产物 : (1) 只 有 女性 DNA; (2) 有 男性 DNA, (BEI, 不 能 得 到 扩 增 产物 ; (3) 
PCR 反应 失败 。 因 此 在 性 别 检验 中 ， 如 果 没 有 检 出 Y- 特异 产物 ， 就 难以 确定 究 况 是 属于 
哪 种 情况 ， 无 法 判定 性 别 。 

还 有 ， 有 一 些 遗 传 标记 ， 虽 同时 检验 了 X 和 YY 染色体， 亿 靶 和 和 轰 站 的 特异 模板 捕 
内 数 不 同 ， 如 a - 卫星 为 基础 的 TY 染色 体 的 alphoid 只 有 100 个 拷贝 ， 面 X 38 @ K F 85 
aiphoid 大 约 为 5 000 乒 贝 ， 在 这 种 情况 下 ， 男 性 样品 易 被 认为 是 女性 。 除 了 模板 DNA # 1 
数 外 ，PCR 引物 和 PCR 参数 也 会 影响 检验 结果 。 

EHE DNA 分 析 中 有 具有 实际 应 用 价值 的 性 别 检验 方法 是 ZFY/ZFX 基因 扩 增 和 Amelo- 
genin 基因 扩 增 检验 。 尤 其 是 Amelogenin 基因 扩 增 ， 同 时 检验 和 和 YY 染色 体 ， 结 果 解 释 简 
A, X 和 YY 特异 谱 带 之 问 只 有 6bp 差异 ， 即 使 严重 降解 的 DNA 也 不 会 出 现 只 扩 增 二 个 等 
个 基 困 e 中 的 一 个 等 位 基因 ， 和 而且 Amelogenin 基因 可 以 与 STR 基因 座 复 合 扩 增 。 在 此 主要 介 
绍 扩 增 ZFYZZFX 基因 鉴定 性 别 和 Amelogenin 基因 扩 增 进行 性 别 鉴 定 。 

17.2.2 ZFY/ZFX 基因 

ZFY 基因 位 于 Y Bats khi. L 050 fh PEJB3K K PI. WEAR, ES TDF 基 
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因 的 候选 基因 SRY 很 近 。 设 计 二 个 引物 ， 同 时 扩 增 Y 染色 体 及 X 染色体 特 异 的 ZFY 基因 
和 ZFX 基因 特异 DNA 片段 确定 性 别 ， 位 于 Y- 染色 体 的 ZFY AAK 340bp, f T X S f K 
的 ZFX 长 488bp。 因 此 女性 DNA 只 有 一 条 488bp 的 谱 带 ， 男 性 DNA 有 340bp 和 488bp 二 条 
谱 带 。 
引物 序列 : 

ZFXY $5- ATT TGT TCT AAG TCC CAT ATT CTC T-3' 

此 引物 为 ZFX 和 ZFY 基因 二 老 同 源 序 列 通 用 的 引物 

ZFY, 5'- CAT CAG CTG AAG CTT GAT GAC ACA CT - 3 

此 引物 为 ZFY 基因 特异 的 3' 端 引物 

ZFX; 5'- AGA CAC ACC TAC TGA CCA AAA TGT ATA -3 

此 引物 为 ZFX 基因 特异 的 3' 端 引物 

PCR 反应 ; 在 20W 反应 体系 中 ， 加 入 10mmol/L Tris - HCL (pH8.0), 50mmol/1 KCL, 
1.5mmolL MgCl, O.lumol/L ZYXY 引物 ， 各 0.05pmol/] 的 ZFX; 和 ZEY, 引物 ，0.5uTaq 
DNA RAT 

PCR 循环 参数 : 94% 4min 后 ， 按 94C30s, 55% 60s, 72% 75s, W 35 R, NTI 
温 5min。 

PCR 扩 增产 物 检测 ;10 ~ 1541 PCR 扩 增 产物 加 在 2% BR HB SR SEE rH, DNAZHind I Æ 
分 子 量 标准 ， 以 1 x TAE 为 缓冲 液 ，50- 100V 电压 下 电泳 分 离 10 ~ 15mins HKG žE BEF 
EB 染色 检测 ， 紫 外 灯 下 观察 结果 。 

17.2.3 Amelogenin 基因 

. 政 籼 质 蛋 白 基 因 【〔Amelogenin) 为 X. Y 染色 体 共 有 。Nakahori 等 人 (1991) 对 人 
Amelogenin 基因 进行 了 测序 AmelX - gene 大 小 为 2872bp， 定 位 于 X- 染色 体 p22 KR, 
AmelY - gene 大 小 为 3272bp， 定 位 于 pl2,2 区 域 。X、YY 染色 体 的 基因 扇 失 序 列 不 同 (£ 17 
-2)}， 内 含 子 的 长 度 不 同 ， 扩 增 分 析 此 基因 片段 长 度 ， 可 以 进行 性 别 检 验 。Amel X. Y 有 
19 个 同 源 区 ， 大 小 在 22 ~ 80bp 范围 ( 表 17-3, 图 17-6)。 


3 17 -2 3272bp AmelY - gene 和 2872bp Amel X - gene 的 缺失 位 置 和 大 小 
































BR K $E Amel X - gene 的 定位 缺失 大 小 (be) WEE Amel Y 内 合子 或 ”缺失 在 Amel Y- gene 
(bp) 外 显 子 的 定位 的 定位 (bp) 

585 — 769 185 NETI I 495 E _ 
865 - 868 4 内 会 子 2 690 

951 -955 5 内 会 子 2 772 

1761 1 内 会 子 3 1581 

2720 - 2721 2 外 显 子 4 2539 
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表 17-3 Ame XA AmelY F] JR X 














编号 Amel X 上 定位 【bp} 同 源 区 友 小 (bp) Amel Y Æ (bp) 
1 I 186 ~ 265 80 186 ~ 265 = 
2 287 ~ 310 24 287 ~ 310 
3 368 ~ 412 44 375 ~ 418 
4 899 ~ 927 29 721 ~ 749 
6 1005 ~ 1026 22 822 ~ 843 
7 1342 ~ 1364 24 1157 ~ 1181 
8 1375 ~ 1399 24 1192 ~ 1215 
9 1400 ~ 1423 24 1217 ~ 1240 
10 1425 ~ 1462 38 1242 ~ 1280 
11 1512 ~ 1533 33 1330 ~ 1362 
12 1599 ~ 1634 26 1417 ~ 1442 
13 1655 ~ 1680 26 1473 — 1498 
14 1711 ~ 1739 29 1532 ~ 1560 
15 1820 ~ 1853 34 1642 ~ 1674 
lé 1965 ~ 2020 56 1785 ~ 1840 
17 2058 ~ 2095 ， 38 1878 ~ 1915 
18 2197 ~ 2256 60 2017 ~ 2076 
19 2398 ~ 2441 44 2218 — 2261 
AmelX 
óbpl 4 l 3 
w rr 
°" ss“ sa 
Ama eps." Scale > | 
100 bp 


图 17-6 AmelX. AmelY 基因 碱 基 同 源 及 缺失 部 位 、 缺 失 碱 基数 目 示意 力 
黑色 部 位 为 可 设计 多、Y 同 源 序 州 引物 所 在 部 位 ， 篆 涉 所 示 为 同 源 续 失 部 位 ， 数字 为 甬 失 碱 基 数 ，。 


Nakahori (1991) 最 早 用 PCR 扩 增 单 拷 由 的 X、Y 同 源 区 域 进行 性 别 测 定 。 随 后 ，Ak- 
sne (1991, 1992), Bailey (1992), Faerman (1995), Sullivan (1993) 等 先后 设计 了 多 对 
PCR 引物 进行 Amelogenin 基因 检验 ， 扩 增 片段 长 度 各 不 相同 ， 最 常用 的 是 Sullivan 方法 
一 一 引物 旁 侧 在 同 源 区 内 含 子 1 有 6bp 缺失 ， 扩 增产 物 和 X- 染色 体 产 生 106bp, Y - 染色 体 
产生 112bp 片段 。 因 此 女性 DNA 有 一 条 106bp 谱 带 ， 男 性 DNA 有 106bp 和 112bp 谱 带 。 只 
用 一 对 引物 即 可 以 同时 扩 增 X、Y 区 域 ， 而且 拷贝 数 相 同 ， 提 供 一 个 快速 性 别 检 验方 法 ， 
灵敏 度 高 ， 对 履 解 样品 分 析 能 力 强 ， 特 别 适 合 于 物 让 样品 性 别 检验 ， 日 前 复合 扩 增 体系 中 
常用 此 引物 。 
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(1) Sullivan 方法 
引物 A 5'- CCC TGG GCT CTG TAA AGA ATA GTG — 3' 
B 5'- ATC AGA GCT TAA ACT GGG AAG CTC -3 

PCR 及 应 ”在 50d EMR, £A 10mmol/L Tris- HCL (pH8.0), 50mmol/L KCL, 
1,5mmol/1, MgCl, 175mmo1/1, dNTPs, O.lpmo/L 每 种 引物 ，2pil DNA 提取 液 ，1.5u Tag 
DNA RAB 

扩 增 循环 参数 MC Imin, 57% 30s, 72% 1min, 35 IE. 

扩 增 产物 检 调 PCR 扩 增 产物 在 10% JE tE SEDE eE (16 cm x 20 em x 0.1 
cm) 电流 分离， 电压 为 200Y， 电 泳 时 间 为 1h。 电泳 后 的 凝 腔 在 ER 或 SYBR Green 核酸 染 
色 液 中 染色 30min，254nm 紫外 灯 下 观察 结果 。 或 银 染 染色 检测 。 用 荣光 染料 标记 其 中 一 
引物 ， 可 以 与 其 他 STR 复合 扩 增 ， 检 测 。 

(2) Haas- Rochholz (1997) 设计 引物 ， 分 析 外 旺 子 3 的 3 bp 缺失 利 内 含 子 2 的 1 bp 缺 
失 ， 获 得 片段 更 小 的 PCR 产物 。 位 于 Amel X 1446 - 1466 和 Amel Y 1263 - 1283 引物 序列 C 
与 引物 D (HF Amel X 1712 - 1736 A Amel Y 1533 - 1557) 扩 增 出 Amel X 80 bp HER, Amel 
Y 片段 为 83 bp: AE, XIE DNA 有 80 bp 片段， 男性 DNA 有 89 bp 和 83 bp 片段。 引物 下 
(引物 序列 位 于 Amel X 1446 - 1466 和 Amel Y 1263 - 1283) 和 引物 F (序列 位 于 Amel X 1446 
-1466 和 Amel Y 1263 — 1283) 扩 增 出 Amel X 的 90 bp 片段 ，Amel Y 片段 为 91bp。 女性 
DNA 只 有 90 bp HE, BIE DNA 有 90 和 91bp 片段 。 

名 外 显 子 3 的 3 bp 缺失 

引物 C :5'- CCC TIT GAA GTG GTA CCA CAG CA —- 3 

D 5'- GCA TGC CTA ATA TIT TCA GGG AAT A— 3 

PCR 扩 增 ”在 50u 反应 体系 中 , 含有 l0mmo/L Tris - HCL (pH8.0), 50mmol/L KCI, 
1.5mmolL MgCl, 200mmol/L dNTPs, O.lpmol/L 每 种 引物 ,0.1 ~ 1Ong DNA，1.250 Taq 
DNA RAM 

循环 参数 95% Imin, 55% 30s, 72C30s, 30 个 循环 。 

名 内 会 子 2 的 1 bp 缺失 

引物 E 5'-TGG ATG TAA ACA CAG TGC CTG - 3' 

F 5'- CAT CIT GAG TGT AAG AGT CCG ATA G-3' 

PCR 扩 增 ”在 50d RARA, £8 l0mmol/L Tris - HCL (pH8.0), 50mmol/1, KCL, 
l.5mmol/L MgCl, 200mmol/L dNTPs, O.lpmol/L 每 种 引物 ，0,1 ~ 10ng DNA, 1.25u Taq 
DNA 聚合 酶 。 

循环 参数 ”95 和 Imin, 55% 30s, 72C30s, 30 个 循环 。 
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第 十 八 章 ”概率 统计 学 基础 与 DNA 遗传 标记 系统 参数 计算 


18.1 概率 统计 学 基础 


18.1.1 概率 

1. 事件 

在 综合 条 件 实现 时 ， 实 验 结果 中 发 生 的 现象 或 现象 可 能 发 生 的 某 一 绪 果 ， 叫 做 事件 
(event)。 从 概率 角度 ， 事件 可 分 为 以 下 三 种 : 

必然 事件 (necessary event); 在 -- 定 条 件 下 或 在 某 一 试验 中 ， 必 然 会 出 现 的 事件 称 必 
然 事 件 ， 记 作 U, 

不 可 能 事件 (impossible event): 在 一 定 条 件 下 不 会 员 现 的 事件 叫 不 可 能 事件 ， 用 YY 表 
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随机 事件 (random event): 在 一 定 条 件 下 可 能 出 现 也 可 能 不 册 现 的 事件 称 为 随机 事件 ， 
也 叫 偶然 事件 ， 通 常用 A 表示。 

小 概率 事件 ， 发 后 的 概率 小 于 0.05 或 0.01 的 事件 称 为 小 概率 事件 。 

事件 的 和 : 事件 A 和 事件 B 至 少 发 生 一 个 所 构成 的 事件 称 为 事件 4 和 B 之 和 ， 概率 . 
上 记 作 AUB， 它 表示 或 点 发 生 或 B 发 生 。 如 “样品 为 女性 或 男性 ”这 一 事件 ， 即 表示 为 
女 与 男 二 事件 之 和 。 类 似 的 事件 A, A’ An A, 至 少 有 一 个 发 生 构 成 的 事件 称 为 As 
Àx, As, 的 和 ， 记 作 AGUA U Ags 中 A 

FFAIR: 事件 A 和 事件 B 同时 发 生 所 构成 的 事件 称 为 事件 各 和 B 之 积 ， 福 率 上 记 
作 4 门 B， 或 AB。 类 似 的 事件 AL Ao, As, ` A, 同时 发 生 构 成 的 事件 称 为 A, A As, 
An BFR, IIE ANAN A, N Ano 

不 相 容 事 件 : 事件 A 与 事件 B 不 能 同时 发 生 ， 凤 A 与 B 的 积 事 件 是 不 可 能 事件 ，A 门 
B= V, SEK A 与 B 互 不 相 容 或 互 斥 。 

独立 事件 : 如 事件 了 的 发 后 或 不 发 生 ， 不 影响 事件 4 发生 的 可 能 性 ， 则 称 事 件 A 对 
于 事件 B 是 独立 的 。 反 之 ， 如 事件 B 的 发 生 影响 了 事件 A 的 发 生 ， 则 称 事件 A 对 于 事件 
B 是 相依 的 。 

2. 概率 (probability) 的 基本 概念 与 三 个 定律 

(1) 概念 

HE n khet, HFA BE mR, MARIE A 出 现 的 次 数 吓 与 试验 的 次 数 = 
比 mn， 称 为 次 试验 À 出 现 的 频率 。 

在 大 量 重 复试 验 下 ， 设 试验 的 次 数 为 n， 事 件 A 出 现 的 次 数 为 m， 如 果 事 件 A 出 现 的 
频率 mn 总 是 在 某 个 常数 pb 附近 摆动 。 就 把 这 个 常数 p 称 为 事件 A 的 概率 。 记 为 

P (A) =p 

概率 是 可 能 性 的 定量 计量 ， 用 数值 表示 其 一 事件 发 生 的 可 能 性 大 小 。 
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概率 在 统计 学 上 用 P 表示 ， 如 Ps0.05， 表 示 某 事件 出 现 的 概率 小 于 或 等 于 百 分 之 五 。 

概率 可 分 为 先 验 概率 和 经 验 概率 两 种 ， 先 验 概率 (prior probit) 指 由 定义、 理论 或 规 
律 确定 的 某 事 件 出 现 的 概率 ， 而 经 验 概率 (emperical probi 则 是 指 通过 实践 活动 ， 由 调 
查 、 统 计 资 料 推断 估计 出 某 件 事件 出 现 的 概率 ， 

小 概率 原理 ;， 如 果 假 设 的 条 件 下 能 够 准确 地 算出 事件 A 出 击 的 概率 a 为 很 小 ， 则 在 假 
设 条 件 下 的 次 独立 重复 试验 中 ， 事 件 A 将 按 预 定 的 概率 发 和 牛 ， 而 在 一 次 试验 中 则 郊 平 
不 可 能 发 生 。 统 计 学 中 ， 常 把 概率 小 于 0.05 或 0.01 的 概率 作为 小 概率 。 如 果 计 算 的 概率 
大 于 0.05 或 0.0]1 的 概率 ， 则 认为 不 是 小 概率 事件 ，H。 的 假设 可 能 基 正 确 的 ， 应 该 接受 ， 
同时 否定 H 反之， 所 计算 的 概率 小 于 0.05 或 0.01 的 概率 ， 则 否定 He， 应 该 接受 Ho 

(2) 概率 的 基本 性 质 〈 第 一 定律 ) 

名 任何 事件 A 的 概率 P (A) 总 是 介 于 0 H 1 之 间 ; 0=P (À) gi 

加 必然 事件 U 的 概率 等 于 1, 即 P (U) =1 

名 不 可 能 事件 V 的 概率 等 于 0, BDP (v) =0 

(3) 第 二 定律 (概率 的 加 法 原理 ，addition rule for probability) 

WERA M FEBER: AB=Y， 则 和 事件 A+B 的 概率 等 于 事件 A 的 概率 与 事件 
B 的 概率 之 和 和 。 即 

P (A+B) =P (A) +P (B) 

WEES A. B, Ce, fF a If. HEREZH: 

P (A+B+C + n) =P (A) +P (B) +P (C) +: +P (n) 

逆 算 公式 〈 对 立 事件 的 概率 ): 对 于 对 立 的 两 件 事 件 A 与 &， 其 中 一 个 事件 的 概率 等 
于 1 减 去 荔 一 个 事件 的 概率 ， 即 

P (A) =1-P (A) 

(4) BEE (MFE, muluplication rule for probability) 

二 个 独立 事件 同时 发 生 的 事件 的 概率 为 & 事 件 单独 发 生 的 概率 和 8 事件 单独 发 生 的 
概率 乘积 ， 即 

P (AB) =P (A) xP (B) 

WRR AJLA r ari. aE sr 3] BT E E B3 838 A U a BU H 359 5 81 3 38 
JA, E 

如 果 出 现 A，B，C…， 共 n 项 事件 ， 其 概率 为 : 

P (A. B. Cen) =P (A) xP (B) xP (CG) x+ x P (n) 

3, 条 件 概率 的 概念 

PLA 5 B 是 某 试验 中 的 两 个 事件 ， 在 &a 发 生 的 条 件 下 ，B 发 生 的 概率 称 为 A 发生 下 B 
发 生 的 条 件 概率 ， 记 为 P (B | A). 

对 于 一 个 试验 中 的 任意 两 个 事件 六 与 B, P (A) >0, P (B) >0, 事件 AB 的 概率 积 
等 于 事件 (或 B) 的 概率 与 A {或 B) 发 生 下 B (sk A) 的 条 件 概 率 之 积 ， 即 

P (AB) =P (A) P (B | A) 

或 P (AB) =P (B) P (A |B) 

HE n PRA, A... Ax. A. BP (AAA ..A.) >0 
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则 

P (AAA tA) = PEA) P (A, | A) P (A | AA) oP (A, l AAA A1) 

4. 企 概率 公式 

如 果 事 件 A, An Ap a’ AME: (1) 两 两 相 斥 ， BAA =V (i, j=1, 2,…， 
n, ij); (2) 和 事件 是 必然 事件 ， 即 A ， 和 让， 起 ，… 态 ,= 口 ， 则 对 于 任意 事件 了 都 有 下 
列 公式 成 立 ; 

P (B) = P (A) (BA) +P (M) P (B| A) +…P(AD) P (BT A.) 

上 式 称 为 全 概率 公式 。 

5. PREZAR 

如 果 事 件 AG A Ap n, A 满足: (1) ARAA, BAA =V (i, j=1, 2, 
n, izj); (2) 和 事件 是 必然 事件 ， 即 A, A., As "入 ,=U， 则 对 于 任意 概率 不 为 0 的 
事件 有 下 列 公式 成 立 : 
P (A) P (B | A.) 
YP (AJ) P (B| A) 

LER ERRAR (也 称 贝 叶 斯 公式 )。 

6, 概率 分 布 

(1) 二 项 分 布 

二 项 分 布 《binomial distribution) 就 是 二 项 式 展开 。 二 项 分 布 是 一 种 离散 型 随机 变量 的 
分 布 ， 例 如 茶 个 形状 ， 常 常 可 以 把 其 资料 分 成 两 个 类 型 ， 这 两 个 类 型 的 概率 分 布 称 为 二 项 
分 布 。 非 此 即 披 事件 所 构成 的 总 体 被 称 为 二 项 总 体 ， 其 分 布 称 为 二 项 分 布 。 

二 项 总 体 的 共同 特征 是 : 

D 每 次 试验 只 有 两 个 对 立 结果 ， 记 作 A 5 不， 它们 出 现 的 概率 分 别 为 p 与 gq (q=1- 











P (A, | B) = (i=1, 2, a n) 








po 

名 试验 具有 重复 性 和 独立 性 。 

以 x 表示 在 n 次 试验 中 事件 A 出 现 的 次 数 。x 是 一 个 离散 型 随机 变量 ， 它 的 所 有 可 能 
RAA O0, 1, 2,77, n RRRS TARA : 

P (x) = Crp*q'"* 

其 中 ， 


nt 
! 
G = x! (n-x)] 


P (x) W&ËR S DBULZFBL x 的 二 项 分 布 ， 记 作 x (n, p) 

二 项 分 布 的 概率 黑 积 函数 可 用 下 式 表示 : 

F (x) = EP (x) 

(2) 泊 松 分 布 

在 生物 学 研究 中 ， 有 许多 捉 忻 出 现 的 概率 很 小 ， 而 样本 容量 或 试验 次 数 却 往往 很 太 。 
此 时 ， 二 项 分 布 就 变 成 另外 一 个 特殊 的 分 布 ， 即 泊 松 (Poisson) 分 布 。 泊 松 分 布 也 是 一 种 
离散 型 随机 变量 的 分 布 ， 其 分 布 的 概率 函数 为 : 
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一 Ar 
P (X) = 一 


AF., AWEK, X= np, x=0, 1, 2, o 

泊 松 分 布 的 平均 数 (a). F% (F), IEAS N: 

u= À 

92 = A 

ë= JÀ 

(3) 正 态 分 布 

正 态 分 布 也 称 高 斯 【Gauss) 分 布 ， 是 一 种 连续 型 随机 变 攻 的 理论 务 布 。 它 的 分 布 是 
多 数 变 三 都 围绕 在 平均 值 左右 ， 由 平均 值 到 分 布 的 两 侧 ， 变 量 数 减少 。 正 态 分 布 是 -~ 种 在 
统计 理论 和 应 用 上 最 重要 的 分 布 。 实 验 误差 的 分 布 一 般 服 从 于 这 种 分 布 ， 许 多 生物 现象 的 
计量 资料 均 近 似 服 从 这 种 分 布 。 同 时 ， 在 一 定 条 件 下 ， 正 态 分 布 还 可 以 作为 离散 型 随机 变 
量 或 其 连续 型 随机 变量 的 近似 分 布 。 当 n 相当 大 或 与 g 基 本 接近 时 ， 二 项 分 布 接近 于 正 
态 分 布 ， 当 入 较 大 时 ， 泊 松 分 布 也 接近 正 态 分 布 。 

正 态 分 布 的 福 率 函数 可 由 二 项 分 布 的 概率 冰 数 在 n> x 时 导出 ， 其 方程 为 ， 


1 - 1⁄2 1⁄6 12 
f (x) = ——e XX 
(x) s F° [ (x- g) °] 


RF, fO) 为 正 态 分 布 的 概率 密度 函数 ， 表 示 某 一 “ 值 出 更 的 概率 密度 函数 值 ，p 为 总 
体 平均 数 ，5 为 方差 。. 

18.1.2 统计 基础 

1. 常用 统计 学 术语 

总 体 与 样本 ”具有 相同 性 质 的 个 体 所 组 成 的 集合 称 为 总 体 。 按 总 体 单位 的 数 日 ， 总 体 
可 分 为 有 限 总 体 和 无 限 总 体 。 个 体 极 多 或 无 限 多 的 总 体 称 为 无 限 总 体 ， 个 体 有 限 的 总 体 称 
为 有 限 总 体 。 

样本 是 指 从 总 体 中 抽取 的 一 部 分 个 体 ， 是 总 体 的 一 部 分 ， 它 是 总 体 的 代表 。 在 一 个 料 
本 内 可 以 包含 有 不 同 的 个 体 数 ， 样 本 数 和 包含 的 个 体 数 日 称 为 样本 含量 。 根 据 样 本 大 小 ， 可 
将 样本 分 为 大 样本 和 小 样本 两 种 。 大 样本 是 指 含量 在 30 个 个 体 以 于，30 个 个 体 以 下 的 样 
本 称 为 小 样本 。 | 

参数 与 统计 数 ” 参 数 也 称 贿 量 ， 是 对 一 个 总 体 特征 的 度量 。 如 总 体 平均 数 、 总 体 标 准 
盖 等 均 为 参数 。 因 为 总 体 一 般 都 很 大 ， 有 的 甚至 不 可 能 取得 ， 所 以 总 体 参 数 一 般 不 可 能 计 
算出 来 。 可 以 通过 对 总 体 抽取 样本 ， 统 计 样 本 的 统计 数 来 箔 计 总 体 参 数 ， 从 样本 中 计算 所 
得 的 数值 称 为 统计 数 ， 它 是 总 体 参 数 的 估计 值 。 

变量 与 常数 ”相同 性 质 的 事物 间 表 现 差异 性 或 差异 特征 的 数据 称 为 变量 或 变数 ， 它 是 
表示 在 一 个 界限 内 变动 着 的 性 状 的 数值 。 如 某 一 基因 座 在 人 群 中 有 等 位 基因 6，7，8, 9, 
10, 11, 12, 13 等 8 个 变量 ， 记 作 x (i=1，2...，8)， 表 示 交 到 之 疝 任 一 数值 ， 亦 称 
x, 为 随机 变量 。 随 机 变量 (random variable) 是 一 种 由 测验 结果 而 定 ， 并 且 随 着 试验 结 杂 而 
变 的 变量 。 

变量 按 其 性 质 可 分 为 连续 变量 和 非 连 续 变 量 。 连 续 变 量 表示 在 变量 范围 内 可 抽出 某 一 
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范围 的 所 有 值 ， 这 种 变量 之 问 是 连续 的 、 无 限 的 ， 如 RFLP 图 洋 中 的 DNA 片段 太 小 为 连续 
变量 。 非 连续 变量 ， 也 称 为 离散 变量 ,表示 在 变量 数列 中 ， 仅 能 取得 国定 数值 。 

变 二 可 以 是 定性 的 ,也 可 以 是 定 朋 的 。 定 性 的 变量 往往 表示 某 个 体 属 于 几 种 互 不 相 容 
的 类 型 中 的 一 种 ， 如 人 的 血型 有 A、B、AB 和 0 型 ， 等 等 。 定 中 的 变 基 是 指 可 测量 的 ,好 
电泳 图 谱 中 的 带 数 等 。 

常数 ”表示 能 代表 事物 特征 和 性 质 的 数值 ， 通 常 由 变量 计算 而 来 ， 并 且 在 一 定 的 过 程 
中 是 不 变 的 ， 如 茶 样 本 平均 数 标准 差 、 变 异 系数 等 。 

FRIE (null hypothesi) FARRER, A Hu 表示 。 在 对 两 个 样本 统 
计 进 行 差异 显著 性 测定 时 ,统计 学 都 要 提出 一 个 假设 ， 总 是 把 两 个 样本 间 甫 现 出 的 差异 认 
为 是 米 自 同一 个 总 体 。 样 本 间 没 有 根本 性 差别 。 假 设 差异 晨 由 抽样 误差 所 致 ， 然 后 进行 统 
计 分 析 ， 依 据 实 验 所 得 数据 ， 按 照 一 定 概率 标准 来 推断 这 种 假设 是 将成 立 ， 从 而 判断 两 个 
样本 统计 差异 的 真 候 ， 得 出 统计 最 显著 性 测定 的 结论 。 

根据 研究 问题 的 对 象 不 同 ， 假 设 可 以 用 不 同形 式 提 出 。 如 测定 二 个 人群 的 差异 性 ， 可 
先 假设 他 们 之 间 无 差异 ， 然 后 按 实际 数据 计算 这 种 假设 出 现 的 概率 。 依 概率 的 大 小 来 判断 
假设 的 真 假 ， 确 定 二 事物 间 差 异 的 真 很 。 

置信 限度 (confidence limit) ”置信 和 限度 也 称 可 信和 限 府 (K), ERE- EW 3 F, Hi 
样本 均 数 佑 计 总 体 均 数 可 能 的 范 峙 ， 即 总 体 均 数 的 可 能 区 间 范 围 。 由 于 样本 均 数 是 一 个 变 
量 ， 不 能 确切 确定 总 体 均 数 。 因 此 ， 比 较 合 理 的 是 给 总 体 参 数 一 个 范围 ， 即 在 一 定 概 率 
下 ， 总 体 均 数 可 能 在 多 人 么 大 一 个 范围 内 。 
自由 度 (degree of freedom) ”是 措 能 够 白 由 活动 的 变量 的 个 数 ， 也 指 可 以 自由 活动 的 
范围 。 从 儿 他 学 上 的 点 来 看 自由 席 ， 在 平面 上 的 一 点 ， 道 常用 (x. y) 表示 ， 如 果 没 有 条 
件 限制 ,这 个 点 可 以 沿 着 纵横 二 轴 任 意 移 动 ， 其 自由 活动 的 范围 右 两 个 。 如 果 有 一 个 条 件 
限制 它 ， 如 x+y=5 时 ,x 和 yy 就 只 有 一 个 能 任意 选择 ， 即 当 x=2 时 ,yy 只 能 等 于 3， 且 
(x, y) 点 只 能 在 x+y=5 这 条 直线 上 活动 。 故 自由 度 只 有 -~- 个 。 在 空间 的 一 个 点 是 由 三 个 
ETER, BE 《x，y，2)， 如 不 加 以 限制 ， 它 有 三 个 自由 度 ， 可 以 向 三 个 方向 变动 ， 如 
果 使 x+y+r= 10， 这 个 空间 点 只 有 两 个 数 可 以 自由 活动 ， 自 由 度 就 只 有 商 个 。 因 此 ， 每 
加 上 一 个 条 件 ， 自 由 度 就 减少 一 个 。 由 此 类 推 ， 数学 上 把 x 、x，、w*…x。 作为 几 度 空间 里 
的 点 ， 如 无 条 件 限 制 ， 这 个 点 就 有 几 个 自由 度 ， 如 加 上 上 下面 一 个 条 件 ， 即 

X+ + Xa +" +X I DX 

有 了 这 个 条 件 的 限制 ， 自 由 度 就 减少 一 个 ， 成 为 mm- 1。 如 计算 样本 标准 差 时 因 受 样 
本 估计 常规 数 均 数 的 限制 ， 其 自由 度 就 为 变数 的 个 数 减 去 1， 即 mn- 1。 如 果 同 时 存在 两 个 
或 一 个 条 任 的 限制 ， 则 自由 度 n 相应 的 减少 2 或 3、 即 为 ma-2，n-3。 如 计算 由 美 、 癌 归 
有 关 统 计量 时 ， 自 由 度 受 到 两 个 估计 常规 数 的 限制 ， 其 自由 上 度 为 n-2。 

生物 统计 学 之 所 以 应 用 自由 度 ， 是 为 了 在 小 样本 情况 下 ， 不 降低 其 精确 程度 ， 因 为 通 
常 计算 采用 的 小 样本 只 是 总 体 中 极 小 的 一 部 分 ， 其 信忠 远 比 总 体 的 全 帅 为 小 。 这 样 用 样本 
估计 总 体 ， 对 总 变量 平均 时 ， 不 用 样本 包含 个 数 mn， 而 用 自由 度 mn -1 去除。 

错误 与 机 误 (error) ”错误 指 工作 人 员 在 试验 中 玩忽 大 意 或 有 意识 的 如 大 、 减 少数 据 
等 造成 的 差错 ， 使 试验 结果 不 真实 ， 如 在 试验 中 称 量 药物 时 未 校正 天 平 ， 这 是 人 为 的 差 
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错 ， 可 以 避免 。 

机 误 是 指 试验 中 出 现 的 差异 是 由 机 会 造成 的 。 如 在 随机 抽样 中 ， 出 现 较 大 或 较 小 的 数 
杨 较 多 ， 这 是 由 于 总 体 中 个 休 间 存在 着 差异 ， 由 于 机 会 作 册 ， 出 现 差异 ， 它 是 不 可 避免 
的 ， 只 能 设法 碱 小、 而 不 能 完全 消灭 。 增 加 次 数 或 加 大 含量 可 以 减 小 ， 次 数 越 多 ， 误 差 越 
小 。 

百分比 与 自分 率 (percentage) ”百分比 与 自分 率 为 两 种 不 同 统计 指标 。 百 分 比 是 结构 
指标 ， 表 示 事 件 占 的 比例 ， 即 部 分 对 全 体 之 比 ; 百分率 则 是 频率 指标 ， 表 泵 事件 出 现 的 频 
率 。 

2. 方差 与 标准 差 

为 了 度量 其 变异 程度 ， 对 含 且 个 观测 数 x, x+, ux. 的 样本 ,可 以 用 各 观测 数 离 均 
差 的 大 小 来 表示 ， 但 由 于 站 (x -x) =0， 不 能 反映 其 变异 程度 。 若 将 离 均 差 先 平方 再 求 
M, ME (x -xX)?， 就 可 以 消除 上 述 瞪 病 。 但 这 样 还 有 一 个 缺点 ， 就 是 离 均 差 平方 和 常 随 
样本 容量 大 小 而 改变 。 为 了 便于 比较 ， 用 样本 容量 n 来 除 离 均 益 平方 和 ， 得 到 平均 的 平方 
和 ， 简 称 方差 或 均 方 。 对 于 样本 来 说 ， 其 方差 8 为 : 
2 22 (x-7) 


n—l 





HTAR, HIZ P H: 
2 2 Q 3 
N 


A: n -1 为 自由 度 ，N 为 有 限 总 体 容量 
方差 的 平方 根 值 就 是 标准 差 。 


样本 的 标准 差 为 ; 
> (x — x)° 
SN nl ` 

总 体 标准 差 5 为: 
s= > (x, 


3. 统计 推断 一 一 假设 检验 的 原理 与 方法 

假设 检验 就 是 根据 总 体 的 理论 分 布 和 小 概率 原理 ， 对 未 知 或 不 完全 知道 的 总 体 提出 两 
种 彼此 对 立 的 假设 ， 然 后 由 样本 的 实际 结果 ， 经 过 一 定 的 计算 ,和 作出 在 一 定 概 率 意义 上 应 
该 接受 的 那 种 假设 的 推断 。 生 物 统计 学 ， 一 般 认 为 小 于 0.05 或 0.01 的 概率 为 小 概率 。 通 
过 假设 检验 ， 可 以 正确 分 析 处 理 效应 和 随机 误差 ， 作 出 可 靠 的 结论 。 

假设 检验 的 步骤 ， 

(1) 假设 ”检验 假设 首先 对 总 体 提出 二 个 假设 ,一 个 是 无 效 假设 记 作 Ho， 另 一 个 是 
备 择 假设 ， 记 作 H,。 无 效 假 设 是 直接 检验 的 很 设 ， 是 对 总 体 提出 的 一 个 假想 目标 。 

(2) 确定 显著 水 平 ”进行 无 效 假设 和 备 择 假设 后 ， 要 确定 一 个 否定 Ho 的 概率 标准 ， 
这 个 概率 标准 叫 显著 水 平 ， 沁 作为 a。a 是 人 为 规定 的 小 概率 界限 ， 一般 a=0.05 和 &= 
0.01 两 个 显著 水 平 。 
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(3) 概率 在 正确 的 前 担 下 ， 根 据 抽 样 分 布 的 统计 数 ， 进 行 假 让 检验 的 概率 统计 。 

(4) 推断 有 是否 接受 假设 根据 小 慨 率 原理 作出 是 否 接受 Ho。 

对 离散 型 资料 的 假设 检验 ， 通 常 部 采用 2 检验 。 一 般 有 两 种 类 型 。 一 类 是 适合 性 检 
验 ， 这 种 方法 对 样本 的 理论 数 先 通 过 一 定 的 理论 分 布 推 衍 出 来 。 然 后 用 实际 观测 值 与 理论 
数 比较 ， 从 而 得 出 实际 观测 值 与 理论 数 之 间 是 否 吻合 。 因 此 适合 性 检验 也 叫唤 合 度 检验 。 
为 一 类 是 独立 性 检验 ， 基 研究 两 个 或 两 个 以 上 属性 的 计数 资料 或 属性 资料 癌 是 相互 独立 的 
或 是 相互 联系 的 ， 这 时 癌 以 假设 所 观测 的 各 属性 之 间 没 有 关联 ， 然 后 证 明 这 种 无 关联 的 假 
设 是 否 成 立 。 一 个 样本 的 同 质 性 检验 ， 也 需 进 行 X o 

4. x° 检验 

x 的 原意 是 从 方差 为 的 正 态 总 体 中 ， 随 机 抽取 含量 为 n 的 样本 ， 算 出 样本 方差 吕 。 
在 研究 样本 方差 的 分 布 时 ， 通 常 将 它 标准 化 ， 得 到 一 个 不 带 有 任何 单位 的 纯 数 。 


k 1 £ 
`= > [ {x= p) = => (x 人 


对 计数 资料 和 属性 资料 进行 x? 检 验 ， 其 基本 原理 是 应 用 理论 推算 值 与 实际 观测 值 之 
间 的 偏离 程度 来 决定 其 x 值 的 大 小 。 理 论 值 与 实际 值 之 间 偏 差 越 大 ， 越 不 符合 ; 偏差 越 
小 , RETHA., 若 两 值 完全 相等 时 ， 表 明理 论 值 与 实际 值 完全 符合 。 在 计算 理论 推算 值 
E 与 实际 观测 值 0 之 间 的 符合 程度 时 ， 最 简单 的 方法 是 比较 两 者 差 数 的 太 小 。 但 由 于 0- 
E 有 正 有 人 负 ， 则 {0 - EF) 赵 近 于 零 ， 不 能 真实 地 反映 理论 推算 值 与 实际 观测 值 差 值 的 
KD, WERE (0 - PR)， 这 样 就 可 以 消除 负 号 。 实 际 观 测 值 与 理论 推算 值 相差 越 大 ， 
则 也 2 (0-EY RK, 反之 亦 然 。 HD 【0 - EY 似乎 可 以 度量 观测 值 与 理论 值 的 相差 程 
E, 实际 上 这 个 物 对 差异 数 还 不 足以 表示 相差 程度 。 因 此 ， 采 用 

50E” 




















使 其 转化 为 相对 值 ， 这 个 值 便 是 x 值 ， 即 ; 
| g= h OEL 

AP: 0 为 实际 观测 值 , 为 理论 推算 值 。 

这 十 随 自 由 度 df = k—1 而 变化 的 连续 型 分 布 。 

由 公式 可 知 x? 最 小 值 为 0， 随 着 x? 值 的 增 大 ， 观 测 值 与 理论 值 符合 度 越 来 越 小 。 所 
以 x 的 分 布 是 由 0 到 无 限 大 的 变数 。 实 际 上 其 符合 程度 由 x? 概率 决定 。 由 Z ARTH, 
Z 558OEP ÑE. ARN, PARK: LEK, PRD. Aik, Hy 分 布 对 计 
数 资 料 或 属性 资料 进行 假设 检验 。x? 检验 的 步骤 为 : 

(1) 提 嘲 无 效 假设 Ho: 观测 值 与 理论 值 的 差异 由 抽样 误差 引起 ， 即 观测 值 = 理论 值 。 
同时 给 出 相应 的 备 择 假设 H: 观测 值 与 理论 值 的 差 值 不 等 于 0， 即 观测 值 < 理论 值 ; 

(2) 确定 显著 水 平 x， 一 般 可 确定 为 0.05 或 0.01; 

(3) 计算 样本 的 ye， 求 得 各 个 理论 次 数 玉 ， 并 根据 各 实际 次 数 0 ， 代 人 上 式 中 ， 计 算 
样本 的 yo 

(4) 进行 统计 推断 。 求 得 于 =k- 1， 从 x EPEHA y A WEY y y, MAN 
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P>a， 应 接受 He. GE HA ， 表 明 在 显著 标准 下 理论 值 与 实际 值 差异 不 显著 ， 二 者 之 间 
的 差异 系 由 抽样 误差 引起 。 如 果实 得 x* > Xx， 即 表 明 P<a， 应 否定 H Z H, WRH 
在 a 显著 标准 下 理论 值 与 实际 值 差异 是 显著 的 ， 二 者 之 间 的 差异 是 真实 存在 的 。 

由 于 y 分 布 是 连续 的 ， 而 计数 资料 是 离散 的 ， 故 所 得 的 x 值 是 一 个 近似 值 。 为 了 使 
离散 型 的 计算 结果 适合 于 连续 型 分 布 给 出 的 概率 ， 在 计算 2 时 应 注意 以 下 两 个 问题 : 

(1) 任何 一 组 的 理论 次 数 了 都 必须 大 于 5， 如 果 忆 去 5， 则 需要 并 组 或 增 大 样本 容量 ， 
LIWE E > 5; 

(2) 在 自由 度 f=1 时 ， 需 进行 连续 性 矫正 ， 其 矫正 的 yA: 

g5 E 

HA-A, AGREN 2 值 要 比 未 矫正 的 y 值 小 。 当 自由 度 d=2 时 ， 由 于 光 与 
闪 相 差 不 大 ， 所 以 一 般 不 再 进行 连续 性 矫正 。 

应 用 光 测验 ， 要 强调 的 是 实验 求 出 的 x? 值 在 一 定 的 自由 度 下 大 于 表 相 应 癌 .o 值 时 
( 即 P<0.05)， 被 认为 是 差异 显著 。 这 个 差异 显著 只 是 指 实验 所 得 的 数据 与 理论 数据 有 显 
著 差 异 ， 其 “显著 ”差异 是 指 概率 来 说 的 ， 与 我 们 日 常 所 说 的 显著 在 合 义 上 是 不 完全 相同 
的 。 和 辐 样 ， 差 异 不 显著 也 是 指 概率 而 言 的 ， 并 非 事物 没有 差异 。 遂 常 出 现 差异 不 量 著 ， 可 
能 有 两 种 情况 ， 一 种 是 实际 数据 和 理论 数据 不 属于 同一 总 体 ， 且 二 总 体 是 有 差异 的 ， 由 于 
样本 采样 有 限 ， 其 内 部 规律 性 的 差异 被 偶然 性 的 变异 所 掩盖 ， 未 能 表现 出 来 ， 如 果 是 这 种 
情况 ， 就 得 进行 重复 实验 ， 严 格 控 制 影响 实验 的 条 件 ， 采取 精密 的 实验 仪器 ,精心 对 实验 
进行 设计 或 增加 观察 的 例 数 ， 就 可 以 得 出 合理 的 结论 。 另 一 种 情况 是 实际 次 数 与 理论 数据 
的 总 体 分 布 是 一 致 的 ， 在 这 种 情况 下 也 不 会 得 出 差异 显著 的 结论 。 和 根据 实验 判断 ， 一 般 P 
值 大 于 或 接近 0.05 时 ,重复 实验 容易 得 出 显著 的 结论 : 当 P 了 值 界 于 0.20 到 0.05 时 ,实验 
需要 重复 ; 如 了 >0.20 时 ， 这 种 把 握 性 就 比较 大 ， 没 有 必要 进行 重复 实验 ， 可 以 断然 做 出 
差异 不 显著 的 结论 。 

其 次 ,应 用 2 方法 检验 实验 结果 时 ， 首 先 要 检验 每 格 内 的 预期 数值 (理论 次 数 ) 是 
否 够 太 ， 一 般 不 应 少 于 5， 否则 ， 容 易 导 致 错误 的 结论 。 对 于 用 百分数 表示 的 资料 ， 应 把 
百分数 按 总 数 换算 成 数值 频数 ， 即 采用 绝对 数值 ， 然 后 计算 差 数 。 而 在 四 格 表 计 算 中 如 有 
理论 值 小 于 5 或 者 实际 数 出 现 零 时 ， 用 上 而 的 公式 求 值 是 有 久 倚 的， 特别 是 总 观察 值 小 于 
40 时 ， 则 不 能 用 上 公式 计算 ， 而 要 用 精确 检验 法 ， 直 接 计算 概率 以 作 判 断 ， 其 读 算 方法 
为 





_ {a+b)! (e+d)! la+)! (b+ d)! 


P al bl ol d! nl 





5. 适合 性 检验 

比较 观测 数 与 理论 数 是 否 符合 的 假设 检验 叫 适 合 性 检验 ， 也 称 吻 合 性 检验 。 便 如 ， 在 
遗传 学 上 ， 常 用 ?检验 来 测定 所 得 的 结果 是 否 符合 哈 - 德 温 烙 平衡 等 。 许 多 与 已 有 理论 
比率 进行 比较 的 资料 ， 也 需 用 x? 来 作 适 合 性 检验 。 适 合 性 检验 是 x 检验 最 常用 的 方法 。 

作 适 合 性 检验 时 ， 可 提出 无 效 假 设 b: 0 -下 =0， 即 认为 观测 数 与 理论 数 之 问 没 有 差 
3, 再 计算 样本 值 ， 根 据 规定 的 显著 性 水 平 c 和 自由 度 dA x 值 表 中 查 出 yo 
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y > yht, 拒绝 H, 接受 Ho yeu, F H.. 

6. 独立 性 检验 

独立 性 检验 是 研究 两 个 或 两 个 以 上 因子 彼此 之 间 是 独立 的 还 是 相互 影响 的 类 统计 方 
法 。 例 如， 同一 染色 体 上 上 的 两 个 基因 座 有 无 关系 ， 苦 无 关系 则 说 明 两 者 是 独立 的 。 若 有 关 
系 ， 说 明 两 个 基因 座 是 连 融 的 。 这 种 关系 是 否 达到 显著 呢 ? 可 以 进行 x? 检验。 具体 做 法 ; 
提出 无 效 假 设 ， 根 据 无 效 假 设计 算 理论 数 ， 在 一 定 的 自由 度 下 以 给 定 的 显著 性 水 平 做 出 推 
断 。 若 拒绝 无 效 假设 ， 则 说 明 两 种 因子 之 间 的 关联 是 显著 的 ;车 接受 无 效 假 设 ， 则 说 明 两 
种 因子 之 间 无 关联 ， 是 相互 独立 的 。 独 立 性 检验 的 形式 有 儿 种 ， 常 利用 列 联 表 进 行 检 验 。 

CL) 2x2 列 联 表 的 独立 性 检验 

É 4&，B 是 一 个 随机 试验 中 的 两 个 事件 ， 其 中 可 能 出 现 r. r 个 结果 ,BR 可 能 出 现 
ct、 个 结果 ， 两 因子 相互 作用 形成 4 格 数 ， 分 别 用 0 0 0i ，02 表 示 ,， 表 18 -1 Bi 
为 2x2 列 联 表 的 一 般 形式 。 





表 18-1 2x2 列 联 凌 的 一 船形 式 


总 和 


Oi Ri = 0r + ha 





Oa Üz, : B; = o, + Ün 
Ci = 0 + 0n j C = O + Dx; T 











2 x2 列 联 表 的 2 检验 需 经 以 下 步骤 ， 
四 提出 无 效 假设 H: 事件 A 和 事件 B 无 关 ， 即 事件 A 和 事件 B 相互 独立 、 同 时 给 出 
Ha: 事件 A 和 事件 B 有 关联 ; 


加 给 出 显 普 水 平 a; 
_ _ 2 

ORRAK, TURRA, Ag gs Ole uh TT 

@ 确 定 自由 度 ，df= C-D (c 一 1)， 或 者 写 为 《 行 一 1) ( 列 一 1)， 进 行 推断 。 若 
所 计算 的 > 站， 则 P < a， 表 明 实际 观测 数 与 理论 数 不 一 致 ， 应 否定 Ho， 接 党 HA; # 
X<, M P> s， 表 明 实 际 观测 数 与 理论 数 相 一 致 ， 应 接受 H BE Ho 

(2) 2x c 列 联 表 的 独立 性 检验 

2 xe 列 联 表 ， 即 横行 分 为 两 组 ， 纵 行 分 为 c>3 组 的 资料 ，2 x e 列 联 表 的 一 般 形式 如 
X 18-2 所 示 。 








表 18-2 2x: HERH- MER 























2x e 列 联 表 理 论 值 的 计算 和 2x2 pke, A AE df= (2-1) (c-1) = c-1, 
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由 于 cz3， 故 由 zz2， 因 此 计算 x 时 不 需要 做 连 续 性 矫正 。 








(3) rxe 列 联 表 的 独立 性 检验 
rxe 列 联 表 是 指 r>=3. c>3 的 计算 资料 ， 表 18 -3 是 rcxe 列 联 表 的 一 般 形 式 。 


表 18-3 rxc 列 联 表 的 一 般 形式 











行 到 1 2 
1 A; Di 

2 021 Ü, 

r Ü 1 Ü. 
合计 C, G 























rxc 列 联 表 各 项 理论 频数 的 计算 同 2x2 列 联 表 及 2xe 列 联 表 ， 可 由 下 式 计算 ， 
L- T (Y (RG) -1] 
AP: i=l, 2, =, r, j=l, 2, ', co 自由 度 df= (r-1) (e — 1) 


18.2 HR fE irio S i s ERG EAA 


DNA 多 态 性 遗传 标记 成 千 上 万 ， 每 个 标记 的 多 态 性 、 法 医学 应 用 价值 及 特点 都 有 可 
能 不 同 ， 因 此 ， 在 应 用 任何 一 个 遗传 标记 前 ， 必 须 对 其 进行 评估 。 评 估 包 括 相互 关联 的 两 
个 方面 : 一 是 对 于 标记 系统 本 身 和 多 态 性 的 遗传 评 佑 ， 即 通过 群体 调 让， 获得 各 项 遗传 多 态 
性 参数 。 该 项 评 情 的 自 的 是 为 应 用 时 选择 一 个 好 的 遗传 标记 系统 ， 以 便 获得 较 高 的 个 人 识 
别 和 亲 权 鉴定 的 效率 ; 二 是 对 于 所 建立 的 方法 进行 法 医学 应 用 的 有 效 性 的 评估 。 

评价 遗传 标记 索 态 性 的 常用 参数 有 : 基 固 频率、 基因 型 频率 、 杂 人 台 度 (H) 和 多 态 性 
信息 含量 (PIC). RIES (D), HRE (PE) 和 平均 亲 权 指数 (PD 等 。 通 过 群体 
调查 可 以 获得 标记 的 参数 。 调 查 个 体 量 必须 足够 太 ， 如 STR 基因 座 必 须 在 200 个 体 以 上 。 
计算 群体 遗传 学 参数 ， 证 实 调查 结果 符合 Hardy - Weinberg 平衡 ， 并 反映 一 个 标记 系统 在 
特定 人 群 中 的 多 态 性 。 

18.2.1 等 位 基因 频率 和 基因 型 频率 

等 位 基因 频率 (alele frequency) 是 指 在 一 个 二 售 体 的 某 特定 基因 座 上 某 一 个 等 位 霍 因 
占 该 基因 座 上 等 位 基因 总 数 的 比率 ， 这 是 群体 遗传 结 枸 的 一 个 最 基本 的 尺度 ， 该 基因 座 上 
所 有 等 位 基因 的 频率 之 和 为 1。 对 于 法 医学 应 用 的 大 多 数 DNA 遗传 标记 ， 前 面 已 提 到 它 不 
是 基因 和 等 位 基因 ， 而 是 等 位 片段 ， 只 是 借用 了 基因 和 等 位 基因 它们 的 概念 。 

基因 型 频率 (genotype frequency) 指 的 是 群体 中 某 特 定 基 因 型 个 体 的 数目 二 个 体 总 数 
的 比率 ， 该 基因 座 上 所 有 基因 型 频率 之 和 为 1。 等 位 基因 频率 、 基 因 型 频率 是 群体 的 遗传 
结构 表达 方式 。 

群体 遗传 用 群体 中 各 等 位 基因 的 比率 或 各 种 基因 型 的 比率 来 表示 群 体 的 遗传 组 成 ， 对 
一 个 群体 面 言 ， 某 个 基因 座 出 现 两 种 或 两 种 以 上 的 等 位 基因 ， 每 个 等 位 基因 频率 都 达到 
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0.02 以 上 ， 则 称 这 个 群体 在 这 个 基因 座 上 具有 让 传 多 态 性 (genetic polymorphism); 等 位 基 
因 频 率 0.02 是 区 别 多 态 和 突变 的 人 为 标准 。 也 有 文献 报道 以 1% 作 为 标准 的 ， 即 认为 基 个 
基因 座 出 现 两 种 或 两 种 以 上 的 等 位 基因 ， 基 因 频 率 超 过 1% 时 该 群体 在 该 基因 座 具 有 多 灾 
Es. 

1. 等 位 基因 频率 计算 

对 于 离散 型 等 位 基因 频率 常用 计数 法 计算 。 比 如 STR EAE: 

等 位 基因 ji 的 频率 p 为 : 





nm 2nl + Im 


AF: 


ni 





含 等 位 基因 i 的 纯 合子 个体 数 ， ms 一 -含有 该 等 位 基因 杂 合 子 个 体 数 ; 

N 一 一 为 调查 的 群体 个 体 数 。 

该 基因 座 所 有 等 位 基因 频率 的 总 和 为 1， 即 Ep = 1。 

对 于 非 连续 等 位 基因 频率 分 布 的 频率 计算 ,应 用 较为 广泛 的 有 两 种 方法 ， 即 固定 箱 和 
滑动 箱 法 计算 。 固 定 箱 法 采用 “ 装 箱 ” 合 并 的 方法 ， 将 一 系列 等 位 基因 片段 按 从 大 到 小 的 
顺序 分 成 车 干 组 ， 以 不 连续 的 分 组 方式 将 连续 值 处 理 成 不 连续 的 数据 群 ， 将 连续 变量 基因 
频率 处 理 成 不 连续 基因 频率 分 布 。 其 原则 是 将 相 邻 的 多 态 片 绥 合 并 为 一 组 ， 当 作 一 个 等 位 
基因 看 竺 ,计算 合 并 后 的 组 的 频率 。 经 装 箱 处 理 的 单 基因 座 探 针 识 别 的 基因 座 等 位 基因 频 
率 又 称 “ 箱 频率 ”或 “固定 箱 频率 ”。 

2. 基因 型 频率 

基 固 型 频率 也 可 以 由 记 数 法 获得 ， 总 的 基因 型 频率 为 1。 基因 型 的 理论 值 可 以 根据 
Hardy - Weinberg (HW) 平衡 推导 的 结论 计算 ， 纯 合子 频率 为 等 位 基因 频率 的 平方 《 巴 )， 
杂 合子 频率 为 两 等 位 基因 频率 的 乘积 的 2 倍 (2pq)。 计 数 法 是 一 种 准确 的 方法 ， 不 涉及 信 
计 问 题 。 

纯 合子 基因 型 的 预期 值 = (基因 频率 )? x 样本 含量 = p xN 

杂 合子 基因 型 的 预期 值 = 2x (基因 1 频率 ) x (基因 2 频率) x 样本 含量 =2pqxN 

18.2.2 杂 合 度 

一 个 遗传 标记 的 多 态 性 程度 通常 用 杂 合 度 定量 评估 。 杂 合谋 (heterozygosity, Het) 指 
群体 中 杂 合 子 的 频率 ， 囊 用 H 来 表示 杂 合 度 。 它 是 估计 群体 内 遗传 变异 的 一 种 简单 方法 。 
实际 杂 合 度 或 观察 杂 合 度 也 可 以 由 记 数 法 直接 获得 

Hasa = 杂 合 子 个 数 v 群 体 个 体 总 数 
理论 休 合 度 或 期 望 值 根据 Hardy - Weinberg 平衡 可 用 下 式 计算 : 
Hm =1- Ep 
RP: 

p; 代表 群体 中 第 ij 个 等 位 基因 的 频率 ， 在 Hardy - Weinberg 平衡 状态 下 ， 群 体 中 纯 合 子 
的 频率 为 区 2?， 而 杂 合 子 频率 为 1 减 纯 合 子 的 频率 。 

等 位 基因 数 越 多 ，p; 越 接 近 平均 数 (1/n)， 杂 合 度 就 越 大 。 
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18.2.3 多 态 性 信息 含量 

EAEE AE (polymorphism information contents, PIC) 是 评价 一 个 多 人 态 性 基因 座 的 
使 用 价值 的 ~ 个 量化 概念 ，PIC 是 指 在 某 一 家 系 中 可 以 利用 基因 座 多 态 性 作为 遗传 标记 进 
行 基因 连锁 分 析 的 概率 。PIC 是 由 该 基因 座 的 等 位 要 因数 、 等 位 基因 频率 分 布 两 个 因素 决 
定 。 与 杂 合 度 一 样 ， 标 记 基 因 座 的 等 位 基因 数 越 多 、 各 等 位 片段 的 频率 越 均匀 ，PIC 越 
大 。 对 于 常 染色 体 上 的 多 态 性 基因 座 的 PIC 的 计算 公式 如 下 : | 

WiBjeinin EALER A N Al, A2, A3...An, En TERRA, ASARRE 
328 pis pes Ps…pa。 在 Hardy - Weinberg 平衡 状态 下 ， 群 体 中 纯 合子 的 频率 为 pi? +p 
pa + p, XAT A.A; 频率 为 2 pipj， 

PIC=1- Ea 2: > 2p7 PF 

AP: 

记 是 第 ii 个 等 位 基因 的 频率 ， 第 二 项 排除 了 不 能 握 供 信息 的 纯 合 子 ， 而 第 三 项 排除 了 
杂 合子 中 半数 不 能 提供 信息 的 杂 合子 。 

常 染 色 性 标记 的 PIC 小 于 该 基因 座 的 杂 合 度 , RERS AREK PIC ETRE 
度 。 

18.2.4 匹配 概率 Pm 

PLB Pm (probability of matching, Pm) 或 叫 偶合 机 率 (probability of coincidence, 
Pe) 指 的 是 人 群 中 请 机 抽取 二 励 关 个 体 在 特定 基因 座 二 者 的 基因 型 纯粹 由 于 机 会 一 致 的 机 
率 ， 匹 配 概 率 为 各 基因 型 频率 的 平方 和 : 

Pm = 2P? 

式 中 : 

n 为 该 基因 座 的 基因 型 数 ; P 为 该 基因 座 第 i 个 基因 型 的 频率 。 

若 检测 上 个 独立 的 遗传 标记 ， 其 联合 Py 值 次 个 各 个 Pm ARR, 

计算 公式 为 ; 

P = Pa xPax Pax... x Pa = TP 

AP: k 为 检验 的 DNA 遗传 标记 数 

Pp, 为 检验 的 第 ;个 标记 的 Pm. 

18.2.5 个 人 识别 力 

个 人 识别 力 (diserimination power，DP) ， 是 指 从 同一 群体 中 随机 抽取 两 名 个 体 的 遗传 
标记 基 固 型 不 相同 的 概率 ， 即 遗传 标记 识别 无 关 个 体 的 能 力 ， 也 是 遗传 标记 对 于 个 人 识别 
效能 的 定量 评估 。 对 遗传 标记 而 言 ， 从 同一 群体 中 随机 抽取 两 名 个 体 表 工 不 相册 的 概率 越 
高 ， 其 识别 无 关 个 体 的 能 力 就 越 强 。 计 算 DP 值 的 公式 (Fisher 1951) 为 : 


DP=1-Pm= 1- ÈP 


AP: n 为 一 个 遗传 标记 的 基因 型 数目 ，P; 为 群体 中 第 i 个 基因 型 的 频率 。 
若 检 测 k 个 独立 的 遗传 标记 ， 其 累积 个 人 识别 能 为 计算 公式 为 ; 
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TDP =1- (1- DP.) (1 - DP.) {1 - DP; ) `. 《1 - DP.) = l- P4 


TDP = 1 — F x P, x P, x P. x +: x P. = 1- I Pi 
AP Pi 为 第 j 个 遗传 标记 的 Pm 值 ，IIPj 为 下 个 遗传 系统 的 总 Py 值 。 检 查 数 种 遗传 标 
记 ， 先 按 会 式 求 出 每 种 遗传 标记 的 Pm 值 ， 然 后 再 求 出 累计 PM 值 ， 最 后 求 出 累计 DP 值 。 
表 18-4 列 出 了 肖 族 群体 的 9 个 STR 基因 座 的 个 人 识别 能 力 。 所 用 遗传 标记 数目 越 案 ， 鉴 
别 机 率 傅 高 ， 鉴 别 能 力 愈 强 。 
表 18-4 汉族 群体 9 个 STR 基因 座 的 个 人 识别 能 力 及 黑 积 个 人 识别 能 力 








基因 座 个 人 识别 能 力 累积 个 人 识别 能 力 
D351358 0.869 0.869 

VWA 0.935 0.915 

FGA 0.964 0.9997 
DSS1179 0.956 0. 9999866 
D21511 0.939 0 .9999992 
D18551 0.960 0.999999968 
D5S818 0.901 0.9999999969 
D75820 0.930 0.99999999979 
D13S317 0.931 0.999999999987 
TPOX 0.789 > 0.99999999999 
THOI 0.833 > 0.999999999999 
CSF1 PO 0.858 > 0.999999909999 
D168539 0.921 > 0.99999999999 


对 于 连锁 的 遗传 标记 ， 由 于 它们 紧密 连锁 ， 它 们 的 累积 个 体 识别 率 不 能 按 上 述 独 立 基 
因 摩 方法 连 乘 计算 ， 如 了 - 染色 体 上 的 基因 座 、 线 粒 体 的 碱 基 序列 差异 ， 应 统计 出 下 个 基 
因 座 或 区 域 的 单 售 型 后 ， 计 算 单 倍 型 的 频率 ,然后 再 计算 个 体 识别 率 焉 鹿 基 因 差 异性 
(gene diversity, GD) 或 单 倍 型 的 差异 性 Chaplotype diversity). 其 计算 公式 : 

CD= [n (1-Ep2)] Z (n-1) 

A: p 为 单 倍 型 频率 

对 于 XX 染色体 上 的 基因 座 ， 计 算 公式 ; 

Dp=1-2 Gp’ + Sp/ 

18.2.6 非 父 排除 概率 

非 父 排除 概率 ， 是 指 不 是 孩子 生父 的 男子 能 被 遗传 标记 排除 的 概率 、 它 是 遗传 标记 对 
于 亲 权 鉴定 效能 的 定量 评估 。 不 是 孩子 生父 的 男人 而 被 控 为 父亲 时 ， 理 论 上 可 以 根据 遗传 
标记 香 定 其 为 生父 。 但 在 遗传 标记 的 鉴别 能 力 较 差 时 ， 没 有 血缘 关系 的 男人 与 孩子 的 遗传 
标记 有 时 也 会 相同 ， 偶 然 符合 重 德 尔 遗 传 规律 ， 从 而 不 能 和 否定 该 男子 与 孩子 的 亲缘 关系 。 
因此 对 于 法 医学 应 用 的 遗传 标记 必须 知道 父 权 排除 概率 (Excluding probability of paternity, 
EP) ， 确 切 地 说 非 父 排除 概率 是 : 对 于 不 是 孩子 生父 而 被 控 为 生父 的 男子 ， 用 遗传 标记 理 
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定 其 父 权 有 多 大 的 可 能 性 。 
ip 代表 群体 中 第 ;个 等 位 基因 频率 , pj 代表 群体 中 第 j TOS a E N BU. 并且 等 位 
基因 i 不 等 于 等 位 基因 j， 则 排除 概率 为 : 


] HA 3 ‘a 
> (2 2p D (4- 3p- 3p;)) 


EP = Xp, (1 - pi} - 

式 中 ; n 为 等 位 基因 数 。 

K 个 独立 的 DNA 遗传 标记 系统 的 累积 非 父 排 除 率 (cumulative exclusion power, CEP}, 

CEP=1- {1~ EP) (1- EPR) (1- EP) ... (1-—FP,) -1- Ñ (1 - EP.) 

式 中 : EP, 为 第 k 个 DNA 遗传 标记 的 EP 值 ， 检 可 多 入 遗传 标记 ， 按 各 种 遗传 标记 的 遗传 
方式 求 出 EP 秆 后 ， 再 按 公式 求 出 总 的 CEP 值 。 所 用 小 传 标 沁 数目 越 多 ， 累 积 非 父 排除 概 
率 愈 高 ， 鉴 别 能 为 愈 强 。 

18.2.7 Hardy - Weinberg 平衡 的 验证 

Hardy - Weinberg 定律 ， 是 指 人 群 中 的 基因 型 和 等 位 基因 频率 按 一 定 比 率 分 布 ， 并且 
在 向 子 代 传 递 中 保持 稳定 ， 世 代 不 变 。 符 合 该 平衡 定律 的 实际 人 群 应 满足 以 下 要 求 : 随机 
婚配 ， 无 突变 或 人 群 中 的 基因 突变 率 保持 恒定 ; 太 大 规模 迁移 导致 人 群 结构 改变 现象 ; 无 
针对 某 一 基因 型 的 选择 ; 人 群 数 足 够 大 ， 不 因 某 一 偶发 事件 导致 的 等 位 基因 频率 波动 在 人 
群 间 扩散 。 只 有 从 处 于 Hardy - Weinberg 平衡 的 群体 中 获得 的 群体 数据 ， 才 能 保证 其 可 靠 
性 和 准确 性 ， 才 能 应 用 于 法 医学 个 体 识别 和 亲 权 鉴定 。 因 此 ， 对 于 新 的 遗传 标记 所 获得 的 
数据 ， 有 必要 进行 Hardy - Weinberg 平衡 验证 ， 人 确定 此 群体 是 否 寻 于 Hardy - Weinberg 平衡 
中 。 常 用 基因 型 的 预期 值 和 观察 值 之 间 是 否 吻 侣 来 检测 人 群 的 Hardy - Weinberg 平衡 。 

基因 型 的 预期 值 和 观察 值 之 间 的 吻合 程度 一 般 用 x? 检验 来 量度 ， 把 每 一 种 基因 型 的 
x 值 相 加 获得 总 的 x 值 ， 然 后 查 表 求 出 P 值 , 一 般 以 P>0.05 作为 无 显著 性 差异 的 界限 。 
计算 公式 为 ， 

X= > ARH- 预期 值 )*/ 预期 值 

其 中 y 检验 的 自由 度 为 : df= 基因 型 数 - 等 位 基因 数 

此 处 的 基因 型 数 ， 是 指 实 际 观 察 到 的 基因 型 类 型 数目 ， 而 不 是 根据 等 位 基因 数 推算 出 
的 预期 基因 型 数目 。 | 

群体 调查 的 样本 数 相对 过 少 ， 而 等 位 基因 数 日 相对 过 多 时 ， 基 因 座 实际 观察 全 的 基因 
型 数目 大 大 少 于 根据 等 位 基因 数 推算 出 的 预期 基因 型 数 日 ， 用 基于 大 样本 理论 的 六 检验 
验证 Hardy — Weinberg 不 平衡 ， 可 以 将 频率 低 于 5 锡 的 合并 成 一 组 计算 。 

18.2.8 DNA 标记 独立 性 检测 

DNA 标记 独立 性 ， 是 指 不 同 遗 传 标记 相对 独立 ,遗传 过 程 中 不 同 标记 或 基因 座 上 的 
基因 可 随机 组 合 ， 标 记 或 茶 因 座 间 没有 统计 学 意义 的 关联 与 连锁 。 基 因 座 独立 性 用 2 x2 
统计 表 及 2 检验 确定 。 例 如 ， 

经 x 检验， 两 标记 系统 间 x* =3.41, P>0.05， 表 明 两 标记 无 明显 关联 。 说 明 没 有 统 
计 学 意义 的 关联 与 连锁 ， 两 标记 相互 独立 。 用 法 医 物证 学 技术 检测 若干 遗传 标记 后 ， 可 用 
概率 乘法 和 定律， 使 样本 由 一 系列 表 型 组 战 一 种 称 有 的 组 合 表 型 ， 可 用 概率 乘法 定律 计算 系 
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统 的 各 项 联合 总 指标 ， 如 偶合 机 率 、 识 别 率 等 。 如 果 两 个 标记 闻 存 在 连锁 关系 ， 则 不 能 用 
乘法 计算 。 一 般 不 在 同一 条 染色 体 上 的 标记 相当 是 独 立 的 ， 位 于 癌 .- 染 色 体 上 物理 玫 离 大 
于 10Mb 以 上 的 标记 也 相遇 独立， 没有 连锁 关系 ; 位 于 同 -- 染 色 体 上 物理 距离 小 于 10Mb 
的 标记 存在 连锁 关系 ， 他 们 不 相互 独立 。 

18.2.9 单 倍 型 频率 

两 基因 座 问 有 关联 或 连锁 时 ， 单 个 基因 产 不 具有 独立 性 ， 不 能 用 概率 乘法 定律 来 计算 
联合 识别 率 竺 指标。 此 时 需 用 单 倍 型 频率 来 描述 群体 的 遗传 结 柳 或 计算 法 医学 相关 的 概 
率 。 单 倍 型 指 连 锁 基 因 座 等 位 基因 的 组 人 台 ， 构 成 单 倍 型 的 等 位 基因 和 华 连锁 遗传 。 常 染色 体 
遗传 标记 的 单 售 型 需 家 系 调查 才能 确定 ,因为 连锁 的 商 个 基因 产 均 为 杂 合 子 时 ， 不 能 根据 
个 体 分 型 的 结果 判断 哪 两 个 基因 连锁 在 一 起 遗传 。 人 母系 得 传 的 mDNA 和 父系 遗传 的 Y 染 
色 体 遗传 标记 则 可 根 氟 个 体 分 型 的 结果 判断 单 倍 型 。miDNA 和 YY 染色体 遗 传 标记 的 单 信 
州 频率 可 用 计数 法 直接 计算 出 ， 计 算 公式 为 : 


n 


Px = N 











AP: 
P RAEAN X 的 频率 
n 为 单 倍 型 X 的 计数 
N 为 个 体 数 
18.2.10 多 基因 座 DNA 指纹 围 匹 配 率 的 计算 
由 于 多 基因 座 DNA 指纹 图 中 的 一 条 片段 ， 可 能 来 自 某 纯 合 子 基 因 座 上 相同 长 度 的 基 
因 ， 也 可 能 是 来 自 2 个 或 2 个 以 上 基因 座 的 相 辣 长 度 基因 ， 无 法 判定 某 片段 来 自 哪 一 个 多 
态 基 因 座 ; 无 法 确定 各 基因 座 的 基因 型 ， 也 不 能 通过 群体 调查 确定 等 位 基因 及 基因 型 频 
率 。 那 么 它 的 匹配 概率 计算 不 能 用 前 面 介 绍 的 方法 计算 ， 可 以 通过 群体 调查 研究 人 群 中 每 
个 片段 的 平均 频率 (a) 和 无 关 个 体 共 有 一 个 片段 的 平均 概率 (x) 来 计算 此 配 率 。x 值 是 
日 前 计算 指纹 图 偶合 概率 的 重要 基础 数据 。 由 平均 概率 计算 出 两 个 比 对 样品 之 间 的 相关 指 
数 或 偶合 率 确定 他 们 的 关系 。 详 细 请 参见 DNA 指纹 图 章节 。 


18.3 应 用 评估 


18.3.1 家 系 调查 和 突变 率 

为 了 评价 遗传 标记 能 否 应 用 于 亲子 鉴定 中 ， 避 免 因 遗 传 标记 的 突变 导致 错 误 地 排除 亲 
子 关系 ， 必 须 进 行家 系 调 得 ， 观 察 500 次 以 上 减 数 分 裂 ， 计算 基 因 座 的 突变 率 ， 证 实 基因 
诬 等 位 基因 传递 遵循 重 德尔 遗传 定律 。 

基因 突变 (gene mutation) , 是 指 基因 的 核 苷 酸 顺 序 或 数目 发 生 改 变 。 帘 变 率 ， 是 指 告 
代 细 胞 发 生 罕 变 的 百分率 。 不 同 基 因 座 的 突变 率 有 差异 ， 大 多 数 基因 座 突变 率 很 低 ， 个 别 
基因 座 突 变 率 较 高 。 

突变 率 的 计算 公式 ; 


x 
FN 


N 
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A: 

x 实际 观察 到 的 突变 个 数 

N 一 一 调查 的 独立 的 减 数 分 裂 数 

国际 DNA 委员 会 要 求 ， 用 于 亲子 鉴定 的 遗传 标记 突变 率 应 在 0.2 铝 以下。 过 高 突变 率 
的 基因 座 不 家 用 于 亲子 鉴定 ， 


18.3.2 组 织 同一 性 测定 

对 新 鲜 或 一 定 条 件 下 保存 的 组 织 和 体液 进行 检验 来 评估 标记 。 同 一 个 体 的 不 同 组 织 、 
器 官 、 分 小 物 、 排 泄 物 的 DNA 基因 型 应 一 致 ， 碟 器 官 特异 性 ， 这 是 法 医 DNA 分 析 可 以 根 
据 不 同 组 织 进 行 个 体 同 一 认定 的 理论 基础 。 个 体 组 织 的 同一 性 不 受 营 养 ， 年 龄 及 环境 条 件 
的 影响 ， 而 保持 终生 不 变 。 同 卵 双 生子 的 基因 组 DNA 相同 ,他们 的 DNA 分 型 结果 也 完全 
一 致 。 

18.3.3 方法 应 用 有 效 性 的 验证 

1. 种 属 特异 性 试验 

法 医 物 证 检 材 委 是 斑痕 类 ， 可 能 含有 非 人 的 生物 物质 如 动物 、 慎 物 或 细菌 物质 ， EA 
眼 无 法 判断 。 如 果 一 个 遗传 标记 不 是 人 特有 的 ， 动 物 DNA 也 能 得 到 分 型， 如 家 禽类 也 能 
得 到 与 人 一 样 的 DNA 指纹 图 ， 如 不 预先 进行 种 属 试验 ， 直 接 进 行 DNA 分 型 ， 误 将 动物 血 
判 为 人 血 ， 有 可 能 错误 地 排除 罪犯 ,或 将 与 案件 无 闫 的 人 人 划 为 嫌 峰 对 第 ,将 案件 的 侦察 与 
审判 工作 引 人 和 人 歧途 。 因 此， 前 明 遗传 标记 的 种 属 特异 性 有 上 助 于 针对 性 二 设计 物证 检 材 的 分 
析 程 序 ， 有 利于 对 结果 作出 正确 解释 。 

常用 DNA 遗传 标记 中 ， 多 基因 座 探 针 谍 种 属 特异 性 。 已 发 现 儿 种 探 针 可 与 动物 DNA 
出 现 交 叉 反 应 ， 例 如 探 针 33.6 和 33.15 对 狗 、 猫 、 岛 类 其 至 鱼 类 DNA 有 变 叉 反应 。3 了 3 - 
HVR EM S F. B. HJ. E DNA 有 交叉 反应 ， 虽 然 杂交 带 密 庆 较 低 ， 但 仍然 严重 干扰 鉴 
定 结 果 。MZ1.3 探 针 本 来 就 古 用 噬菌体 DNA 筛选 出 来 的 ， 与 常见 野生 和 家 养 动 物 DNA FJ 
有 相当 高 的 同 源 性 ， 在 个 人 识别 时 ， 动 物 DNA 污染 的 干扰 更 明显 。 

单 基 因 座 探 针 大 多 经 过 严格 的 筛选 ， 不 公 具 有 基因 座 特 异性 ， 而 呈 也 具有 种 属 特 异 
性 。 例 如 ，Tajima 等 (1989) 研究 了 2.3 kh 串联 重复 序列 探 针 (pH 12) 的 种 属 特 异性 ， 
该 探 针 能 与 人 DNA AZ, SE, E, ER., ZR. AT. 鸡 、 猎 、 狗 、 羊 以 及 细菌 DNA 
PERE, 但 与 日 本 猴 和 黑猩猩 DNA 有 杂交 信号 。 

各 STR 基因 座 引 物 设 计 主 要 根据 人 基因 组 DNA 序列 设 定 ， 一 般 对 上 的 特异 性 部 较 好 ， 
但 有 些 基因 座 并 非 人 类 特有 。 某 些 生 物 尤 其 是 灵 长 类 动物 也 可 能 有 扩 增 产物 ， 因 此 对 一 个 
新 基因 座 体 系 需 进 行 种 属 特 异性 研究 。Crouse 和 Sehumn 检查 了 9 个 STR 系统 包括 7 个 单 
个 基因 座 分 型 (CSF1PO, TPOX, THO1, HPRTB, FES/FPŠ, WA, F13A1) 和 2 个 复合 扩 增 
(CSF1PO/TPOX/THOL 和 HPRTB FES/FPSAyWA) 分 型 的 种 属 特异 性 。 丫 米 在 检测 的 23 种 
动物 中 有 17 种 出 现 扩 增产 物 。 人 类 、 大 猩猩 、 黑 猩猩 和 猩猩 的 DNA 能 扩 增 出 9 个 STR 系 
统 中 的 8 个 系统 。 只 有 FES/FPS 基因 座 引 物种 属 特异 性 最 稳定 。 但 上 述 动物 DNA 材料 扩 
增 片段 长 度 均 不 在 人 类 等 位 基因 片段 大 小 范围 之 内 。 

英国 法 庭 科学 服务 中 心 调查 了 6 个 STR 基因 座 和 Amelogenin 性 别 检验 基因 座 。 JEŽA 
Mpk 3k RAET STR 基因 座 得 到 扩 增 ， 但 是 在 5 种 动物 (MO. 牛 、 羊 .狐狸 和 将 ) 中 发 
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H EAS EAD 2bp 的 DNA 片段 。 灵 长 类 在 这 些 STR 系统 虽然 能 得 到 很 好 的 扩 增 ， 
尤其 是 壬 猩猩 ， 但 是 其 等 位 基因 大 小 通常 是 在 所 观察 到 的 人 类 等 位 基因 范围 之 外 。 

对 于 可 能 在 法 医 物 让 检 材 中 发 现 的 折 种 微生物 DNA 模板 ， 进 行 了 STR 系统 的 THOI. 
TPOX、CSF1PO 基因 座 检测 。 在 这 些 STR 基因 座 上 没有 发 现 PCR 产物 ,但 是 有 6 种 细菌 
DNA 在 进行 D1880 基因 座 扩 增 时 ， 却 出 现 了 位 于 人 类 D1580 基因 座 等 位 基因 大 小 范围 内 
的 非特 异 PCR 产物 。 

2. 光敏 度 测 定 

每 个 方法 部 有 保证 所 得 结果 的 正确 性 的 最 低 检 测量 〈 即 江 敏 度 )， 在 其 对 敏 度 以 下 的 
量 所 得 到 的 结果 不 可 靠 ， 在 建立 新 技术 方法 时 必须 进行 灵敏 度 测 定 .灵敏 度 尾 与 实验 技术 
有 关 的 指标 ， 受 诸多 因素 影响 。 一般 而 言 ， 多 基因 座 DNA 指纹 图 需要 O_5ug 以 上 DNA, 
相当 于 50nl 血液 ; 单 基因 座 DNA 纹 印 图 为 25ng; PCR AEV, lal 血 即 可 。 进 行 精 斑 
的 DNA 指纹 分 析 ， 需 lem 直径 大小 的 斑痕 ， 约 需 504l HIRE: PCR 分 析 只 需 1 ~ 20a 精 
Mk. 分析 毛 发 的 核 DNA TAER, —R EZER H PCR 分 析 。 

3, 结果 可 重复 性 试验 

用 已 知 分 型 的 样 晶 评估 在 实验 室内 或 不 同 实 验 室 间 标准 方法 结果 的 可 重复 性 。 

4. 各 种 茶 件 检 材 试验 ， 包 括 : 

(1) 干燥 和 液体 样品 一 致 性 试验 

用 已 知 分 型 的 俐 迹 样品 与 相应 的 液体 样品 验证 孙 者 是 尾 分 型 一 致 。 

(2) 环境 耐 受 检验 

将 已 知 样品 暴露 于 不 同 环境 ,评估 系统 对 时 间 和 降解 环境 RE. WE. R) 等 
影响 因素 的 反应 。 斑 痕 的 时 间 及 保存 条 件 不 同 ， 影 响 也 不 同 ， 新 鲜 的 斑痕 较 易 得 到 满意 的 
结果 。 

(3) 基质 的 影响 检验 

将 体液 与 常见 物质 〈 如 燃料 、 土 壤 ) 混合 或 涂 于 织物 、 毛 皮 等 常见 载体 上 进行 检验 。 
各 种 斑痕 载体 材料 质地 及 颜色 不 同 ， 对 DNA 分 析 影 响 不 同 ， 深 色 载 体 的 染料 在 DNA 提取 
过 程 中 与 DNA 一 起 被 提取 出 来 , 干扰 酶 的 反应 。 不 同 标记 对 这 些 因 素 敏 感性 不 同 ， 有 些 
分 析 方 法 分 析 效 果 较 差 ， 如 一 般 不 杰 容 易 得 到 血 痕 的 DNA 指纹 图 ， 而 PCR 为 基础 的 标记 
则 相对 好 些 ， 尤 其 是 STR 基因 座 ， 几 乎 各 种 载体 上 的 血 次 均 能 获得 理想 结果 。 

5. 混合 样品 分 型 能 力 试验 

检测 对 混合 样品 的 分 析 能 力 ， 确 定 系统 的 最 低 量 。 

6. 实际 案件 物证 检验 

将 新 方法 应 用 到 实际 案件 中 ， 检 验 其 实用 性 。 
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科学 地 解释 DNA 检验 结果 ， 是 法 医 DNA 分 析 工 作者 的 一 项 最 重要 任务 。 如 果 两 个 样 
品 的 相似 性 结果 是 基于 不 完全 或 错误 的 信息 ， 对 于 检验 所 得 到 的 原始 遗传 图 谱 进 行 评 庄 是 
没有 意义 的 。 本 章 将 讨论 对 DNA 检验 作 结 论 时 所 必须 时 考虑 的 有 关 样 品 和 所 用 的 检验 系 
统 的 诸多 问题 。 这 些 问题 有 的 虽 曾 在 相关 章节 中 讨论 过 ， 但 有 必要 了 予以 重复 。 


19.1 复杂 化 因素 


有 几 个 因素 可 能 影响 所 有 DNA 分 型 结果 ， 分 别 列举 如 下 ， 同 时 对 它们 在 物证 意义 评 
价 中 的 潜在 影响 作 简略 介绍 。 

19.1.1 多 个 供 体 的 混合 样品 
当 一 个 物证 样品 由 一 个 以 上 个 体 遗 留 时 ， 会 出 现 复合 的 DNA 图 谱 ， 混 全 样品 通常 发 
生 在 像 含 有 阴道 分 泌 物 和 精液 的 阴道 扑 拭 物 〔 倘 尔 混 有 其 他 液体 如 唾液 和 凑 便 物质 ) 混合 
物证 中 。 一 般 衣 物 类 有 些 部 位 易 积 留 穿着 者 的 体液 形成 的 疯 迹 ， 像 裤 祝 的 档 部 、 衬 衣 的 腋 
下 部 位 ， 容 易 产生 这 种 情况 。 如 果 物 证 留存 在 这 些 部 位 ， 这 些 部 位 可 能 含有 受害 者 和 罪犯 
两 个 人 或 多 个 人 的 细胞 。 每 个 人 在 一 个 基因 座 有 二 个 等 位 基因 ， 那 么 此 类 含有 风 个 人 细胞 
的 物证 可 以 检测 出 多 个 等 位 基因 《或 带 、 点 或 峰 )。 在 怀 县 为 多 个 人 的 混合 斑 迹 情况 下 ， 
一 般 不 应 大 为 地 将 两 个 等 位 基因 归 为 一 个 人 ,尤其 是 所 检验 的 样 章 有 二 个 不 好 分 离 的 等 位 
基因 ， 人 忆 因 为 他 们 与 比 对 样品 相关 而 划分 为 一 个 个 体 。 但 如 果 性 犯罪 牧 证 样品 为 受害 人 和 
徘 犯 两 人 的 混合 次 迹 ， 受 害 人 的 分 型 十 分 明确 ， 那 么 下 以 先 根据 受 吉 人 基因 从 物证 中 区 分 
出 受害 人 的 等 位 基因 ， 然 后 将 可 能 是 “ 绯 犯 ”的 基因 型 与 比 对 样品 比 对 。 

19.1.2 差异 裂解 分 步 提取 

阴部 分 泌 物 、 口 腔 或 直肠 性 攻击 等 物 让 经 常 出 现 精子 和 上 皮 细 胞 混合 情况 。 这 种 情况 
下 ， 可 以 通过 差异 裂解 分 步 提取 分 离 不 同类 型 细胞 ， 但 这 种 分 离 并 不 总 是 100 驶 成 功 的 ， 
精子 DNA 可 能 渗 到 表皮 细胞 部 分 ， 表 皮 细 胞 DNA 可 能 混 到 精子 部 分 ， 导 致 图 谱 在 一 个 基 
因 座 有 二 个 以 上 等 位 基 内 ， 使 解释 变 得 复杂 。 

而 且 ， 有 的 样品 的 表皮 细胞 较 多 而 精子 非常 少 ， 这 种 情况 下 ， 回 收 的 精子 DNA 很 少 ， 
在 提取 过 程 中 可 能 会 有 遗留 的 表皮 细胞 ， 而 且 一 些 基 因 座 的 PCR 扩 增 产物 中 非特 异 带 匀 
多 ， 无 法 确定 物证 究竟 含有 几 个 个 体 ， 腊 不 清 最 后 的 分 型 结果 究竟 是 来 自 于 精液 供 体 还 是 
来 自 受 害 人 。 仔 细 考 虑 所 有 的 分 析 结 果 ， 包 括 不 同 提取 过 程 中 细 胸 碎片 的 显微镜 检验 ， 将 
有 助 于 正确 解释 结果 。 

19,1,3 降解 

DNA 在 体外 的 任何 环境 下 ， 不 像 在 体内 那么 稳定 ， 环 境 条 件 可 能 疏 变 DNA 的 物理 和 
作 学 特性 ， 时 间 、 温 度 、 洽 度 、 光 照 和 污染 《化 学 和 生物 的 污染 ) 等 这 些 环境 条 件 会 引起 
DNA 降解 。 降 解 DNA 是 和 否 可 以 进行 法 医 DNA 分 析 ， 是 否 影 响 分 析 结 果 ? 这 取决 于 降解 程 
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度 和 所 用 的 DNA 分 型 系统 。 例 如 ，RFLP 检测 DNA 片段 长 度 大 约 在 0.6kb 到 20kb。 如 柏油 
路 上 已 暴 师 2~3 天 的 搓 迹 ， 样 品 中 DNA 高 度 降 解 ，DNA 片段 平均 大 小 为 2 kb 范围 ， 那 么 
在 RFLP 分 析 图 谱 中 ,虽然 有 比 这 个 范围 小 的 片段 存在 , 但 不 可 能 检测 到 任何 太 于 这 个 范 
围 的 谱 带 。 在 这 种 情况 下 首先 要 考虑 到 的 是 一 条 带 图 谱 并 不 能 真正 反映 供 体 图 谱 的 可 能 
FE, HBH. DNA 样品 的 降解 程 嵌 可 以 通过 凝 胶 电 文 来 估计 ， 以 获得 平均 片段 大 小 
ES., MI RFLP 分 析 是 否 可 能 得 到 十 分 肯定 解释 的 -- 条 带 图 谐 ， 或 是 选用 DNA 片段 范围 
较 小 的 遗传 标记 系统 检验 ， 以 期 成 荔 的 机 率 更 多 。 

通常 以 PCR 为 基础 的 检验 出 RFLP 更 适合 分 析 较 小 DNA 片段 ， 例 如 上 述 所 提 到 的 只 
有 2-4kb 太 小 的 DNA 片段 完全 适合 号 前 法 医学 所 有 的 PCR 分 析 系 统 。 通 常 ，PCR 所 需 
DNA 最 长 片段 不 超过 tkb，STR 基因 座 的 片段 更 小 ， 即 使 遭受 热 . 湿度 和 污染 等 严重 条 件 
的 物证 样品 用 PCR 分 析 ， 其 成 功率 仍然 很 高 。 

19.1.4 污染 

物证 样品 主要 有 二 种 不 同方 式 的 污染 ， 第 一 种 是 样品 成 载体 本 身 固有 的 一 些 化 学 或 生 
物 物 质 ， 例 如 前 面 提 到 的 衬 部 或 腑 下 部 分 ,在 物证 精液 或 血液 沾 在 这 些 地方 前 ， 其 他 物质 
可 能 已 经 积累 在 载体 上 。 这 类 物质 包括 生物 物质 如 细菌 、 含 有 人 DNA 的 细胞 ， 还 有 像 肥 
皂 、 洗 六 祯 和 除 臭 剂 等 化 学 物质 ; 第 二 种 方式 是 在 收集 及 分 析 物 证 时 由 于 不 正确 处 理 偶 然 
将 这 些 物 质 污染 到 物证 上 。 不 论 哪 一 种 情况 ， 污 染 所 造成 的 结果 是 相同 的 : 抑制 DNA 分 
析 ; 细菌 分 谱 的 酶 降解 人 DNA; 污染 有 额外 的 人 DNA 导致 错误 的 结果 ， 错 误 地 认为 物证 
DNA 是 出 多 个 殿 体 渴 合 组 成 等 。 

1. 抑制 DNA 分 本 

由 于 RFLP 和 PCR 分 析 均 依赖 于 酶 (分别 是 Haell. Hinf I A Tag Ë8) 的 反应 。 干 扰 酶 
上 反应 的 物质 将 会 潜在 抑制 酶 对 DNA 的 作用 。 这 些 抑制 前 包括 平常 经 常 遇 到 的 各 种 物质 ， 
如 布 中 的 染料 ( 尤 共 是 斜纹 布 染料 ) 和 一 些 生物 物质 ， 尤 其 是 血液 中 的 血红 素 。 尽 量 存 
DNA 提取 阶段 去 除 这 些 物 质 ， 消 除 对 酶 反应 的 抑制 。 如 果 确 定 有 抑制 剂 ， 可 以 重复 某 些 
必要 的 提取 程序 ， 或 采取 某 些 特殊 纯化 试剂 盒 ， 也 可 以 在 酶 反应 中 加 人 一些 中 和 剂 来 中 和 
酶 抑制 剂 ， 如 BSA (和 牛 血 清白 蛋白 )， 通 常 直接 加 到 酶 反应 内 ， 与 酶 抑制 剂 结 合 ， 使 抑制 
剂 在 反应 中 失去 活力 。 有 时 仍 不 能 克服 酶 挤 制 ， 这 种 情况 下 ， 可 能 得 不 到 分 型 结果 。 

2. 非 人 类 DNA 

理论 上 ， 所 有 生物 体 含有 DNA。 上 既然 每 个 地 方 都 可 能 因 生 物体 的 存在 而 留 有 DNA, 
难免 常常 发 现 物证 样品 售 有 非 人 类 DNA， 这 些 DNA 可 能 来 源 于 其 他 生物 如 动物 、 植物 或 
微生物 。 非 人 DNA 并 不 是 一 个 令 人 玉 手 的 问题 ， 因 为 用 于 法 医 DNA 分 析 的 遗传 标记 大 多 
是 人 类 特异 的 ， 也 就 是 说 其 它 动物 种 类 DNA 得 不 到 这 些 DNA 分 型 系统 的 结果 。 但 是 ， 由 
于 微生物 能 产生 降解 DNA 酶 的 存在 ， 易 引起 人 DNA 降解 ， 使 样品 不 能 分 型 ;而且 ，DNA 
分 型 结果 取决 于 样品 中 人 DNA 含量 。 因 此 分 析 人 人 员 必 须 计 算出 样品 的 DNA GELARA 
DNA 含量 ， 利 于 正确 选择 标记 和 反应 系统 ， 尽 可 能 得 到 分 析 结 果 。 
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19.2 不 同 检验 系统 的 结果 解释 


前 面 讨 论 的 各 种 因素 叮 能 于 相 作 用 影响 DNA 和 随后 的 DNA 分 析 及 对 结果 的 解释 。 系 
统 地 研究 环境 因素 对 DNA 分 析 影 响 ， 有 助 于 分 析 人 人 员 在 检验 中 选择 合适 方法 和 程序 以 及 
对 结果 的 正确 解释 。 下 面 讨 论 各 特定 系统 检验 结果 的 判 污 与 解释 ,包括 其 体 案 件 中 常 遇 到 
的 环境 条 性 对 结果 的 影响 。 

19.2.1 RFLP 

用 于 法 医 DNA 检验 的 RFLP 基因 座 是 高 度 可 变 的 ， 除 纯 合子 个 体外 ， 杂 合子 个 体 是 从 
他 们 的 父母 中 遗传 不 同 的 等 位 基因 ， 产生 有 两 条 带 的 特征 图 谱 。 由 于 正常 的 遗传 变异 ， 或 
由 于 样品 本 身上 或 分 析 过 程 中 人 为 造成 的 ， 使 其 与 预期 标准 图 谱 可 能 右 偏 差 。 下 面 氢 述 一 些 
常见 的 差异 ， 讨 论 他 们 形成 的 原因 和 结果 的 解释 。 

1. 多 带 (多 于 2 条) AREA 

多 带 现象 在 多 基因 库 DNA 指纹 图 中 不 易 发 现 ， 因 为 本 来 它 的 湾 带 就 很 多 ， 无 法 检测 
是 和 否 存 在 多 带 ， 只 有 在 与 参考 样品 比 对 时 ， 才 有 可 能 发 现 是 否 有 多 带 。 而 对 于 单 切 因 座 的 
DNA EEI, Æ RFLP 图 谱 中 看 到 二 条 以 上 的 带 ， 即 表明 网 带 的 存在 。 不论 单 基因 座 还 是 
多 基因 座 图 谱 ， 关 键 问题 是 复 弄 清 多 带 是 一 个 以 上 个 性 提供 的 混合 图 谱 ， 还 是 人 为 造成 的 
额外 带 的 图 谱 击 实际 样品 只 来 自 于 一 个 个 体 ? 下 面 介 绍 单个 个 体 而 不 是 多 个 个 体 G Sy Fe 
品 ) 样本 在 分 析 中 出 现 额 外 谱 带 的 情况 。 为 了 便于 说 时 ， 以 单 基 因 座 为 例 。 

(1) 三 条 带 图 形 

在 某 一 特定 基因 座 上 一 个 人 可 能 出 现 三 条 带 的 情况 在 遗传 学 上 是 罕见 的 〈 图 19 - 1, 
图 19-2)，VNTR 序列 内 部 发 生 点 突变 时 ， 如 产生 一 个 Hae 焉 酶 切 位 点 ， 则 产生 二 条 带 。 例 
如 ， 正 常 表现 为 8kb 带 的 VNTR 将 被 切 成 2kb 和 6kb 二 个 较 小 谱 带 ， 这 种 突变 遵循 和 亚 德 尔 遗 
传 定律 (稳定 传递 给 下 一 代 )， 表 明 是 由 遗传 所 致 ， 市 不 是 一 时 的 人 为 产物 , 由 于 这 种 情 充 
在 人 群 中 非常 稀有 ， 因 此 在 个 人 识别 上 非常 有 用 ， 一 旦 比 对 样品 与 其 相同 ， 将 显著 增加 他 们 
来 源 于 同一 个 体 的 可 能 性 。 
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图 19-1 3 条 带 图 谱 的 分 子 基础 模式 图 


中 限制 性 内 切 酶 的 部 分 消化 不 完全 酶 切 ) 

当 DNA 链 上 的 限制 性 酶 切 位 点 受到 化 学 阻碍 或 内 切 酶 〔Hae 开 ) 的 作用 受到 部 分 阻 
得， 或 相对 于 DNA 量 来 说 酶 时 不 足 时 ， 基 因 组 中 一 些 Hae 焉 栈 切 位 点 可 能 没有 被 切 天 (图 
19-3， 图 19 -4)， 这 样 有 些 DNA 片段 将 会 比 完 全 消化 后 预计 的 片段 长 ， 这 些 长 片段 的 长 
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度 在 一 定 程度 上 可 以 估计 出 来 ， 因 为 重复 序列 酶 切 位 点 
位 置 是 国定 的 。 部 分 消化 的 结果 是 一 些 DNA 片段 的 大 esa 
小 正确 ,而 田 一 些 片段 则 精微 长 些 ， 既 有 正常 的 DNA 
谱 带 ， 也 有 看 上 去 较 大 片段 的 DNA 谱 带 ,强度 上 一 般 
比 正常 的 带电 一 些 。 通 过 对 较 大 片段 的 大 小 测定 ， 与 预 
测 的 大 小 比较 ， 可 以 确定 是 否 有 部 分 消化 。 

在 大 量 的 日 常 案件 鉴定 中 对 于 样品 是 否 出 现 有 部 分 
消化 ， 可 以 先 用 小 的 琼脂 糖 肯 胶 电泳 消化 产物 来 判定 是 
否 有 部 分 消化 。 对 于 有 部 分 消化 的 样品 ， 需 要 重新 消化 
DNA, 


人 @ 星 号 活性 (star activity) 图 19-2 3 杂 带 围 讲 的 自 显影 照片 
酶 由 于 星 号 和 活性， 降低 了 特异 性 ， 酶 识别 比较 相近 








-第 一 个 Hae MEU S- 
,第 一 个 Hae MIRER) ii.. 





图 19-3 部 分 消化 的 分 于 基础 模式 图 


序列 ， 并 在 此 切割 DNA， 其 结果 是 出 现 比 真正 等 位 基因 小 的 谱 带 (图 19-5, 图 19 - 6)， 
导致 每 一 个 等 位 基因 出 现 二 条 带 ， 而 不 是 一 条 带 。 星 导 活性 产生 的 每 一 对 片段 比 真正 出 现 
的 谱 带 要 小 。 

在 实际 使 用 中 ， 一 些 分 析 条 忻 包括 消化 后 酶 没有 完全 失 活 或 反应 在 不 适当 的 条 件 进 
行 ， 将 会 导致 星 导 活 性 。 有 时 星 导 活性 产生 的 带 比 图 谱 中 真正 的 带 还 要 强 ， 这 不 仅 有 可 能 
发 生 假 排除 ， 也 可 能 发 生 潜在 的 假 阳 性 的 结果 (尽管 概率 很 小 )， 对 检验 结果 的 判定 是 很 
危险 的 ， 可 能 造成 误 判 。 各 种 内 切 酶 产生 的 星 号 活性 是 不 同 的 ，Hae 肝 具有 有 效 的 控制 星 
号 活性 的 能 力 。 在 法 医 DNA 分 析 中 选择 控制 星 号 活性 能 力 强 的 酶 《Hae 正 ) 进行 RFLP 分 
析 ， 同 时 使 用 避免 引起 星 号 活性 的 条 件 ， 可 以 避免 出 现 这 类 问题 。 

鲍 前 一 次 探 针 没有 完全 洗 脱 掉 

当 杂 交 膜 进行 多 个 探 针 反复 杂交 时 ， 前 一 个 深 针 在 下 一 个 探 针 反应 前 (杂交 前 ) 没有 
被 彻底 洗 脱 掉 ， 有 时 在 第 二 个 探 针 的 杂交 图 谱 中 ， 还 可 以 观察 到 一 些 浅 浅 的 带 ， 其 位置 与 前 
一 个 探 针 分 析 的 位 置 相 同 ， 在 放射 性 同位 素 标 记 系 统 中 更 易 发 生 这 种 现象 。 比 较 自 显影 片 ， 
观察 和 计算 片段 大 小 可 以 比较 容易 地 判定 是 否 为 前 一 次 探 针 没有 被 彻底 洗 掉 所 显示 的 带 。 
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未 消化 DNA ”部 分 消化 完全 消化 
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图 19- 4 不 完全 消化 的 自 显影 照片 
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非特 异 星 号 活性 


图 1-S 内 切 酶 星 号 活性 的 分 子 基础 模式 图 


@ 多 条 谱 带 图 谱 的 总 结 

引起 多 条 谱 带 图 谱 的 可 能 原因 有 : 存在 多 个 供 
体 ， 遗 传 突 变 〈 三 条 带 图 形 )， 前 一 次 杂交 的 探 针 没 
有 彻底 洗 脱 干净 ， 限 制 性 酶 的 部 分 消化 ， 星 号 活性 。 
对 于 造成 这 些 多 带 的 原因 可 以 通过 一 些 实验 加 以 区 
分 : 不 完全 洗 脱 造 成 的 多 带 可 以 通过 观察 比较 几 次 
杂交 前 后 的 自 显影 片 来 确定 ; 部 分 消化 造成 的 多 带 
是 出 现 比 图 谱 中 真正 详 带 大 的 片段 。 多 个 基因 座 都 
发 生 谱 带 比 真正 的 谱 带 要 大 ， 足 以 证 实 有 部 分 消化 
的 存在 ; 星 号 活性 结果 是 谱 带 比 正 常 的 要 小 ， 一 条 
带 的 强度 减弱 ， 较 小 片段 的 带 强度 增加 ， 很 明显 表 图 19-6 零星 活性 的 自 显 影 照片 
明星 号 活性 的 发 生 。 真 正 的 遗传 三 条 带 图 谱 既 没有 > 和 号 和 3 SERS ESE, 4 号 和 5 号 DNA 在 
部 分 消化 《大 小 与 该 基因 座 其 他 不 符 ， 在 其 他 位 点 主 常 而 有 有 浅 襄 的 额外 带 ， 表 现 出 时 号 肖 性 
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2. 单 -条 带 图 谱 

生物 物证 DNA 分 析 选 用 的 RFLP 基因 座 具 有 疝 度 变异 性 ， 杂 合 度 很 高 ; 检验 的 大 多 数 
为 杂 合 子 个 体 ,拥有 二 条 带 ， 上 只 有 少数 个 体 为 纯 合 耶 ，RFLP 图 上 只 出 现 一 条 带 。 人 是 另 
外 -- 些 情况 下， 可 能 导 敏 在 RFLP 图 谱 上 只 出 现 一 条 带 ， 而 事实 上 上 为 杂 合 子 个 体 ， 下 面 将 
叙述 发 生 这 种 情况 的 可 能 原 内 。 

(1) 条 带 之 间 非 常 接近 

在 实际 分 析 中 ，RFLP 分 析 胶 不 能 分 离 旺 个 在 长 度 土 仅 莽 一 个 眶 几 个 重复 单位 的 限制 
HEERE., RG D1S7 位 点 重复 长 度 只 有 9hp， 而 酶 切片 段 常 常 在 Akb 到 12kb 范围 ， 分 析 用 
的 腔 不 能 区 分 长 度 为 6200 与 6 209bp 的 片段 ， 这 二 条 带 在 图 谱 上 以 单一 条 带 册 现 ， 造 成 
该 个 体 在 该 基因 座 麦 现 为 纯 合 子 的 假 要， 而 种 实 上 ， 在 分 子 水 平 该 个 体 为 杂 合 子 ， 只 是 出 
于 胶 的 物 直 性质 ， 胶 的 分 辩 率 低 而 没有 分 开 。 这 个 缺点 在 越 大 的 片段 ， 变 得 越 明 显 ， 片 段 
大 小 越 大 ， 越 难以 分 离 ， 这 种 分 析 系 统 不 能 检测 认定 所 有 的 等 位 基因 ， 为 此 提出 了 一 个 连 
续 等 位 基因 系统 的 概念 ， 表 本 邻近 的 等 位 基因 之 间 的 边缘 是 不 断 开 的 ， 就 象 一 个 等 位 基因 
刚 结 束 ， 另 一 个 等 位 基因 起 点 叉 同 时 开始 出 现 ， 奶 在 前 面 章节 中 讨论 的 ，RFLP 等 位 基因 
同一 认定 是 以 外 部 强 如 边 蛋 定义 分 成 若干 组 的 。 需 要 特别 强 凋 的 是 ， 这 种 分 组 是 出 于 现时 
的 分 离 和 检测 技术 人 为 造成 的 ， 而 并 不 是 有 机 体 的 遗传 党 所 引起 。 

(2) 在 胺 端的 带 

法 医学 选择 RFLP 大 因 座 的 标准 之 -- 是 电 脉 过 程 中 胶 载 留 的 可 能 谱 党 大 小 范围 ， 常 用 
的 基因 座 产 生 的 带 主要 在 0,6kb 到 20kb 大 小 之 间 ， 但 是 有 些 等 位 基因 落 在 这 个 范围 外 ， 
较 大 片段 一 般 没 有 问题 ， 不 会 电泳 出 胶 端 ， 他 们 仍 能 看 得 饭 ， 即 使 他 们 的 大 小 不 能 得 到 测 
定 。 但 是 ， 较 小 的 片段 比较 难以 检测 ， 因 为 在 胺 的 前 浴 ， 扩 散 严 重 ， Taikaa, Beh 
的 部分 (尽管 很 少 ) 确实 被 泳 动 出 去 了 ， 而 留 下 单条 带 图 谱 ， 春 上 去 像 个 纯 合 个 体 ， 人 9 事 
实 上 在 这 个 给 定 的 基因 诬 是 杂 合 子 ， 不 能 检测 出 较 小 等 位 基因 也 是 分 离 和 检测 技术 上 的 人 
为 结果 。 

(3) 降解 

DNA 降解 到 - - 定 程度 ， 片 段 长 度 小 于 一 定 片 段 长 度 的 检测 范围 或 已 没有 足够 量 的 大 
分 于 DNA， 以 致 在 这 个 区 域内 观察 不 到 RFLP 图 谱 (图 19-7, 图 19-8, 图 19-9)。 造 成 
DNA 降解 的 因素 强度 愈 大 ， 时 间 僵 长 ，DNA 片段 的 平均 大 小 变 得 越 小 。 通 过 琼脂 糖 区 胶 
米 检测 隆 和 解 ， 六 与 在 同一 胺 中 的 标准 分 子 量 比较 ， 估计 DNA 片段 平均 大 小 ， 根 据 结 果 可 
确定 是 否 有 降解 存在 。 对 于 降解 比较 严重 的 样 吨 ， 一 般 不 排除 也 不 肯定 的 结论 足 明 智 的 。 
比如 涝 对 拥有 二 条 带 分 别 为 10kb 和 4kb 的 杂 合 个 体 来 说 ， 如 分 析 样 品 的 平均 太 小 只 有 
Tkh, W R. lOkb 的 带 就 检测 不 到 ， 而 只 能 检测 到 4kh 的 带 。 这 种 本 应 出 现 二 条 贞 杂 合 六 
个 体 样品 检 击 一 条 带 的 原因 是 由 于 奸 部 环境 等 因素 造成 的 DNA 降解 所 致 。 

降解 导 敏 的 单条 带 图 谱 现象 常 发 生 在 物证 样品 ， 而 比 对 样品 较 少 发 生 。 因 为 在 提取 物 
证 前 无 法 控制 牺 证 样品 的 降解 ， 而 比 对 祥 砧 蚌 专门 为 DNA 分 析 要 求 而 采集 的 ， 比 较 新 鲜 、 
采 路 了 正确 的 采集 、 保 存 和 送 检 方法 ， 防 止 了 降解 发 生 。 大 多 数 情况 下 ， 在 图 谱 中 ， 比 对 
样 兄 有 二 条 带 ， 而 物证 样 量 只 有 与 比 对 样品 片段 太 小 相同 的 较 小 的 一 条 带 。 如 果 比 对 翌 品 
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Æ 19-9 降解 DNA 自 显 彩照 片 
Ub 为 图 19-9 中 的 15 和 16, D. TD 为 图 19-9 中 17 和 说 号 ,降解 非常 严重 ， 在 D45139 3 B E 1 22 8 # 
带 ， 在 D197 3148 SF h E, D17579 AE, A FRR RNR h. 还 可 以 得 芭 DNA 谱 带 。 














RARAS K hg Pes B WHn. sk OE J PC ua ade File ik. PEER DNA 有 严 
EER, M MOSE AE E 3094 Rue ER A RAER, MEE 
品 会 出 现 二 条 带 ， 而 比 对 的 尸体 血样 只 有 一 条 相同 的 小 片段 带 。 

(4) 单条 带 图 谱 的 总 结 

有 四 个 原因 影响 任 一 RFIP 基因 座 单 条 带 图 谱 的 出 现 : 真正 的 纯 合 子 ; 两 条 带 之 间接 
得 很 近 ; 极其 小 的 谱 带 在 电泳 分 离 时 被 泳 出 胶 外 而 没有 被 检 出 ; DNA 发 生 降解 ， 破 坏 Y 
二 个 等 位 基因 的 较 太 等 位 基因 。 后 三 种 情 总 中 杂 侣 子 个 体 的 图 谱 以 纯 合 子 单 条 带 廊 式 出 
现 ， 有 经 验 的 分 析 人 员 会 非常 递 慎 、 科 学 地 解释 这 种 结果 。 

3. RFLP 解释 问题 的 总 结 

.这 些 高 变 RFLP 基因 座 的 高 度 个 体 善 异性 【区 别 个 体 间 能 力 ) 使 其 在 法 医学 检验 中 一 
度 得 到 了 极为 广泛 的 应 用 。 但 是 物证 检 材 DNA 因 环 境 因素 等 造成 的 降解 ， 必 使 RFLP 的 应 
用 受到 了 限制 ， 使 其 结果 解释 复杂 化 。 对 于 每 一 案件 的 检验 结果 都 要 把 这 些 因素 考虑 进 
去 ,判断 哪些 是 人 为 情况 ， 以 避免 造成 严重 的 结论 错误 。 了 解 每 一 方法 的 优 缺 点 ,来 解释 
样品 的 特殊 分 型 ， 区 分 真正 的 图 谱 与 人 为 的 图 谱 。 

`19.2,2 PCR 系统 

PER F M SHE 2 SERRAR, uB ikjiy o KiSQa| FE £ AIE, PCR 产物 在 胶 上 电泳 分 离 ， 
以 类 做 于 RFLP FARRAR, R T jw aR SE PF 522 P SQ EF E F 3) k S FE (IB 
导 ) 或 不 存在 (没有 信和 号) 的 标记 系统 ， 其 检测 方式 则 通常 是 以 斑点 或 滤 膜 条 杂交 方式 ， 
每 一 个 点 或 条 表示 一 个 等 位 基因 的 方式 来 阅读 结果 。 但 以 PCR 检测 的 基因 座 多 态 性 比 
RFLP 低 得 多 ， 二 个 染色 体 拥 有 相同 等 位 基因 ( 纯 合 子 ) 的 概率 要 比 RFLP £., 

法 医 物证 鉴定 中 半期 应 用 的 PCR 系统 ,每 个 基因 座 都 是 独立 扩 增 ， 随 后 进行 检测 ， 
后 玉 技 术 日 趋 完 善 ， 多 个 基因 座 可 以 同时 在 一 反应 管 中 进 行 (复合 )， 扩 大 了 PCR 的 应 
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MHo HREH DNA 可 以 进行 三 个 或 更 多 个 基因 座 的 分 析 ， 复 合 扩 增 基因 座 可 以 在 同一 胶 
或 滤 条 上 同时 分 析 。 

但 小 管 系 统 之 间 有 无 差异 ， 有 一 些 问 题 是 所 有 PCR 反应 共有 的 ， 下 面 先 介绍 这 些 共 
同性 的 问题 ， 随 后 就 标记 特有 的 问题 进行 讨论 。 

l. PCR 一 般 问 题 

(1) 混合 样品 

PCR 系统 中 的 主要 问题 是 样品 含有 一 个 或 二 个 以 上 个 体 的 DNA， 等 位 基因 不 能 均等 地 得 
到 平衡 扩 增 ， 致 使 有 些 带 或 点 强度 不 同 。 研 究 表 明 样 品 按 一 定 比 例 混合 ， 当 混合 比例 达到 足 
够 悬殊 时 ， 较 少量 DNA 的 等 位 基因 扩 增 会 受到 抑制 而 达 不 到 检测 水 平 ， 例 如 ， 当 样品 比例 
太 于 1:20 到 1:50 时 ， 则 不 能 检 出 少量 部 分 样品 的 等 位 基因 ， 此 时 样品 不 表现 为 漆 合 样品 ， 
如 果 琴 个 样品 来 自 于 二 个 不 同 的 来 源 ， 而 且 二 者 比例 接近 {大约 1:10 到 1:2)， 则 可 明显 表 
现 出 来 自 一 个 体 的 等 位 基因 强度 比 荔 一 个 体 的 强度 要 强 一 些 深 些 )， 当 强度 差异 达到 是 以 
区 分 的 水 平时 ， 有 经 验 的 分 析 人 员 就 可 以 区 分 出 ， 并 且 进 行 分 类 命名 徊 自 的 基因 型 。 

(2) 扩 增 参数 

PCR 反应 中 的 每 一 成 分 都 是 必需 的 ， 在 最 佳 反 应 条 件 (反应 物 浓度 、 特 定 变性 、 退 
火 、 延 伸 温 度 及 各 温度 下 的 反应 时 间 和 扩 增 循环 数 ) 下 进行 扩 增 ,保证 系统 不 发 生 优 先 扩 
增 等 问题 。 

(3) 优先 扩 增 

优先 扩 增 指 的 是 在 同一 反应 中 ， 一 个 等 位 基因 上 比 另 一 个 等 位 基因 得 到 更 多 的 扩 增 ， 结 
果 可 能 导致 杂 合 子 ‘两 个 不 同等 位 基因 ) 中 两 个 等 位 基因 带 强 度 (A) 差异 显著 ， 甚 至 
表现 为 纯 合 子 。 这 种 现象 也 称 为 等 位 基因 的 流失 ， 引 起 优先 扩 增 现象 有 以 下 几 个 原因 ， 

中 随机 波动 ”由 子 加 人 PCR 反应 中 的 DNA 量 极 少 ， 杂 合子 个 体 中 两 个 等 位 林 因 在 
PCR 前 几 轮 循环 中 彼此 可 能 发 生 不 均等 扩 增 ， 在 扩 增 过 程 官 期 出 现 一 等 位 基因 量 比 只 -等 
位 基因 的 量 多 很 多 ， 随 着 扩 增 ， 这 种 状况 将 更 加 加 剧 ， 较 多 的 那个 等 位 基因 优先 扩 增 ， 而 
另 一 个 等 位 基因 则 仍然 洁 后 扩 增 ， 最 终结 果 是 只 检测 到 二 个 等 位 基因 中 的 一 个 ， 导 致 错误 
结论 一 一 样 部 米 自 于 纯 合 子 个 体 ， 而 不 是 杂 合 子 。 因 此 ， 必 须 了 解 方法 的 灵敏 度 和 样 吨 的 
DNA 含量 。 

名 等 位 基因 片段 长 度 范围 较 宽 。 Taq DNA 聚合 酶 的 一 个 缺点 是 : 短小 等 位 基因 上 比 大 等 
位 基因 扩 增 效率 高 ， 这 对 于 序列 多 态 性 标记 没有 影响 ， 但 对 子 长 度 密 态 性 标记 如 D1580 基 
因 座 就 有 影响 ， 必 须 注意 这 个 问题 。 小 卫星 基因 座 的 等 位 基因 重复 序列 较 长 ， 等 位 基因 片 
有 段 大 小 差异 大 ,会 出 现 较 大 等 位 基因 片段 得 不 到 全 长 扩 增 ， 找 由 数 少 ， 带 的 强度 减 轮 ， 造 
成 两 个 等 位 基因 强度 有 差异 ， 易 被 误 认为 样品 为 含有 多 个 个 体 的 混合 样品 ， 或 根本 检测 不 
到 较 大 等 位 基因 片 盘 ， 将 本 为 杂 合 子 的 图 谱 误 认为 纯 合 子 。 解 决 这 个 问题 的 办 法 是 在 PCR 
到 应 液 中 加 BSA, BSA 可 以 使 等 位 基站 的 强度 趋 于 平衡 ， 如 图 19 - 10。 

STR 基因 座 由 于 重复 序列 较 短 ,等 位 基因 数 较 少 ， 较 小 等 位 基因 有 片段 与 较 大 等 位 基因 
片段 之 间 差 异 较 小 ， 较 小 等 位 基因 优先 扩 增 现象 不 严重 。 

辐 等 位 基因 序列 差异 C-CELL A- THE, At 6-C 会 量 高 的 DNA 片段 
要 求 更 高 的 温度 使 之 变性 。 如 果 一 个 等 位 基因 的 G-C 会 量 比 平均 的 高 ， 那 么 在 较 低 的 温 
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图 19-10 BSA 与 优先 扩 增 
在 D1S8 基因 座 售 有 两 个 等 位 基因 的 DNA 样品 ，DNA 法 度 从 右 到 左 增加 。a, 不 加 B54 的 DISRO 基因 座 银 染 图 
谱 ， 尤 其 在 高 浓度 下 ， 较 小 等 位 基因 优先 扩 增 。b. 反应 液 中 加 BSA, SEARA ER, At t a 


度 下 有 可 能 不 能 完全 变性 ， 妨 碍 随后 的 引物 结合 , 使 G-C 含量 高 的 等 位 基因 扩 增 效率 降 
人 抵 。 严 格 控制 每 一 步 又 的 温度 以 克服 这 种 现象 。 

DALİ (heteroduplex) ” 核 苷 酸 序 列 相 近 但 浆 不 完全 相同 的 DNA 两 条 链 退 火 形 
成 异 二 倍 体 ， 对 于 大 密 数 PCR 反应 ， 退 火 条 件 是 严格 特定 的 ， 一 般 不 会 发 生 录 二 以 体形 
成 ， 得 对 于 一 些 十 分 相近 的 序列 ， 如 HLA DOQaxAl 系统 中 等 位 基因 1.3 和 3， 有 可 能 形成 
F SK, 

OKKH PCR 反应 依赖 于 DNA 聚合 酶 ， 每 个 酶 都 有 其 最 佳 反 应 条 件 。1aq DNA 
聚合 酶 对 反应 条 件 较 为 敏感 。 在 模板 DNA 提取 过 程 中 与 DNA 一 起 被 提取 出 来 的 一 些 物质 
如 血红 素 、 染 料 会 抑制 Tag DNA 率 合 酶 。 解 决 的 方法 有 三 条 ; 一 是 增加 Tag DNA RAM 
E; 二 是 减少 模板 DNA 量 以 稀释 抑制 物 ; 三 是 加 BSA。 实 验证 明 每 一 种 方法 在 不 同 条 件 
下 均 有 效 。 添 加 BSA 方法 是 最 常用 的 方法 ， 一 些 实验 室 和 一 些 亢 晤 化 的 试剂 盒 内 都 加 
BSA。 

CRHHRWJE ”在 扩 增 及 检测 过 程 中 设置 一 个 能 扩 增 、 检 测 最 低 量 的 阳性 对 照 是 十 
分 必要 的 ， 这 有 助 于 确定 一 些 强度 弱 或 浅 的 带 是 真 止 的 等 位 基因 ， 还 是 一 些 人 为 造成 的 
带 。HLA DQe/Al, Polymarker 等 一 些 系统 都 设置 一 个 内 部 阳性 对 照 。 

2. 序列 多 态 性 PCR 标记 系统 

序列 铭 态 性 分 析 方 法 很 多 ， 大 多 采用 赛 核 苷 酸 探 针 杂 交 检 测 PCR 产物 方法 ， 已 肥大 
重 试剂 盒 供应 ， 它 们 采用 反 相 杂交 方式 检 测 ， 如 HLA DQa, Polymarker 等 ， 结果 非常 简单 
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一 一 “有 ”与 “无 "， 即 “0” 和 “1” 方式 ， 直 接 靖 定 铺 果 。 但 是 必须 清楚 反 相 杂交 结果 
阅读 原则 与 技术 本 身 的 固有 限制 : (1) 无 法 正确 判定 含有 多 个 供 体 样品 的 型 别 ; (2) 探 针 
间 的 交叉 杂交 ; (3) 差异 扩 增 与 降解 。 

3. 长 度 多 态 性 PCR 标记 系统 

(1) 小 卫星 基因 座 

小 卫星 基因 座 利 用 电泳 分 离 检 测 等 位 基因 ， 以 重复 单位 数目 命名 ， 根 据 同 一 凝 胺 汕 等 
位 基因 分 型 标准 物 (LADDER) 确定 基因 型 。 对 于 LADDER 以 外 的 等 位 基因 ， 如 D1S80 基 
AE, LADDER 中 等 位 基因 为 14~41， 对 于 太 于 41 的 等 位 基因 ， 这 些 带 很 难 正确 确定 他 
们 的 重复 单位 数 ， 把 他 们 归 类 为 “> 等 位 基因 41". 

吃 优 先 扩 增 ”由 于 小 卫星 基因 座 的 重复 单位 序列 较 大 ， 等 位 基因 大 小 差异 较 大 ， 易 车 
成 较 小 等 位 基因 优先 扩 增 ， 较 大 等 位 基因 丢失 现象 ， 杂 合子 个 体 表现 为 假 纯 合子 。 这 种 现 
象 可 以 通过 在 PCR 及 应 液 中 加 入 咎 血清 白 和 蛋白 (BSA) 得 到 缓解 (PS 19 - 10)。 

四 降解 ” 舅 一 个 易 造 成 分 地 错误 的 是 DNA 降解 。DNA 降解 引起 的 结果 如 同 RFLP 系 
统 ， 较 大 等 位 基因 丢失 ， 只 测 下 较 小 等 位 基因 。 

DR ERER ” 异 二 税 体 形成 并 不 是 DiS80 基因 座 主 要 问题 ， 但 异 二 倍 体 的 形成 可 
能 产 牛 人 为 带 ， 在 扩 增 产物 检测 凝 胶 中 出 现 一 些 浅 带 。 这 种 现 竹 一 般 发 生 在 模板 DNA 过 
量 的 情况 下 。 

中 阴影 带 ARE D1S80 等 位 基因 主 带 下 面 出 现 一 条 强度 较 能 的 带 ， 称 之 为 “阴影 
AT” (shadow bands) ， 阴 影 带 产生 的 机 制 还 不 太 清楚 ， 有 人 认为 是 在 扩 增 过 程 中 酶 的 滑动 
或 /和 电泳 过 程 中 的 凝 胶 条 件 造 成 的 ， 阴 影 带 在 分 型 过 程 中 很 少 作为 一 个 问题 ， 因 为 他 们 
很 容易 确定 为 人 为 的 杂 带 。 

(2) STR 系统 

中 双 带 ”为 了 更 好 地 分 辨 每 一 个 STR 等 位 基因 ， 
扩 增 产物 用 变性 了 否 再 燃 酰胺 凝 胶 系 统 分 离 。 片 段 完 
全 互补 的 两 条 链 由 于 磊 基 组 成 的 差异 ,在 凝 腔 电 泳 
中 的 迁移 率 不 同 ， 结 果 较 小 的 等 位 基 针 分辨 成 双 带 
{图 19-11), 电泳 后 染色 ,一 个 等 位 基因 的 两 条 带 
被 均匀 地 染色 。 样 品 和 等 位 基因 ladder 都 出 现 这 种 现 
Z., 重复 性 较 好 ， 所 以 在 解释 时 不 会 成 为 一 个 问题 。 = -一 

荧光 标记 一 条 引物 的 链 ， 使 扩 增 产物 中 只 有 一 
条 扩 增 产物 带 荧光 标记 ， 检 测 时 只 观察 到 一 条 带 ， 
结果 更 容易 理解 。 

(Stutter 带 Stutter 带 是 指出 现在 比 其 主 带 (等 
ER) 短 一 个 重复 位 置 的 带 (如 图 19-12), 原因 
可 能 是 在 复制 过 程 中 Tag DNA 聚合 酶 的 滑动 。 一 些 
STR 基因 座 易 出 现 Stutter 带 ， 这 与 序列 有 关 ， 复 制 滑 
动 在 二 核 背 酸 STR 基因 座 多 见 ; 四 、 五 核 普 酸 重 复 序列 基因 座 则 相对 人 少见。 在 复合 扩 增 
中 ， 出 于 扩 增 反应 条 件 不 是 每 个 基因 座 的 最 佳 条 件 ， 容 易 吊 现 Stutter 带 。 较 大 等 位 基 央 的 
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Stutter 带 百 分 比 要 比较 小 等 位 基因 的 大， 例如 在 同一 基因 座 ， 等 位 基因 10 比 等 位 基因 3 更 
昂 出 现 Stutter Wo Suter 带 在 混 人 沼 样 品 分 析 时 是 一 个 向 题 ， 因 为 有 时 很 难 区 分 或 确定 一 条 
+ E Stutter 带 还 是 来 自 另 一 个 体 DNA 的 真正 等 位 基因 。Stutter 带 的 国 值 定 为 主 带 的 S% ~ 
15$ 免 。 如 果 小 于 主 带 的 15%., MAA Stute 带 ; 如 果 赵 过 了 主 带 的 15%， 则 解释 为 真 
正 的 等 位 基因 。 

Ble GensScan Anaivsis 2.0.2 

PRISM 120 l 140 160 180 200 220 240 








图 49-12 STR ÆA EH STUTER 由 与 混合 样品 
(a) 和 (c) 海 两 个 单一 的 个 体 ， 箭 头 所 指 为 STUUTER 峰 ; 
b 38 (a) 和 (e) 中 两 个 个 体 按 2a:1c 混 介 成 的 混 台 样品 结果 


yll- up £ 多 色 荧光 标记 检测 系统 中 ， 由 于 有 机 荣光 染料 发 射 光谱 较 宽 ， 不 同 荧 
光 之 间 相 瑟 有 干扰 ， 产 生 干 扰 蜂 ， 称 之 为 pul- up 峰 。 不 过 这 种 峰 的 峰 形 与 真正 的 等 位 基 
因 蜂 不 同 ， 而 且 出 现 的 位 置 与 男 一 颜色 的 峰 位 置 一 致 ， 较 容易 区 分 开 。 

名 非 产 物 荧光 污染 ”一 些 具 有 菊 光 的 物质 如 抗生素 、 维 生 素 、 多 环 芳香 物 、 菊 光 素 发 
生体 和 染料 等 在 电泳 图 中 出 现 与 DNA 荧光 片段 相同 的 峰 ， 可 能 会 干扰 DNA 分 型 ， 影 响 鉴 
定 结果 。Chelex DNA 提取 方法 其 至 有 机 提取 法 不 能 去 除 抗生素 、 维 生 素 、 多 环 劳 香 物 、 荧 
光 素 发 生体 、 各 种 染料 等 ， 以 Chele 提取 法 提取 的 DNA 为 模板 的 PCR 产物 常 伴 有 荧光 污 
Rig, Ail., TREERE, HRAB HIR REREN PCR 产物 峰 区 分 开 来 。 

韭 产物 荣光 污染 产生 有 以 下 四 种 可 能 的 情 帝 : 一 是 带 色 载 体 上 的 体液 班 ， 在 提取 过 程 
中 染料 被 涛 了 下 来 : 二 是 植物 体 上 的 体液 斑 ， 叶 绿豆 可 能 与 DNA 同时 提取 出 来 ; 二 是 病 
理 状 态 下 个 体 的 血 或 组 织 样品 ， 如 错 中 毒 、 某 些 形式 的 吓 啉 症 ， 此 时 血 中 的 中 啉 深度 大 由 
ERR: 四 嫂 年 轻 时 管 接 受过 环 组 抗生素 治疗 的 个 体 的 牙 或 骨 组 织 (成 长 的 肯 和 牙齿 吸 
收 、 闭 积 了 这 些 抗 生 守 )。 末 用 空白 基质 (载体 ) 对 照 实 验 ， 或 将 未 扩 增 的 物质 与 PCR T 
增产 物 一 起 电泳 检测 进行 比较 ， 确 定 是 否 有 非 产物 污染 峰 。 

全 样 品 为 混合 样品 ” 当 分 析 样 品 为 混合 样品 时 ， 经 常 出 现 多 带 现象 ， 这 是 造成 额外 带 
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的 最 常见 原因 。 混 合 样品 情况 将 在 后 面 详细 介绍 。 

CARARE ”FGA 基因 座 的 带 会 移 到 Wwa 基因 座 区 城 ， 造 成 WA RARA = 
条 带 ， 而 FGA 基因 座 只 有 -条 带 ， 重 新 电泳 检测 可 克服 。 

今 一 些 复合 扩 增 体系 中 . 同 -… 颜 色 的 基因 座 间 等 位 基因 片段 有 些 交 叉 ， 主 要 是 一 些 片 
段 较 天 的 或 较 小 的 稀有 碱 基 位 于 某 一 基因 座 的 等 位 基因 内 部 。 如 FGA 的 稀有 等 位 基因 14 
位 于 WA EHR, 

是 模板 DNA 极 微量 、DNA 降解 、 有 抑制 剂 存在 ”模板 DNA 极 微量 或 DNA 降解 或 有 
抑制 剂 存在 ， 在 PCR 开始 几 个 循环 ， 引 物 退 火 的 随机 差异 ， 导 致 其 一 个 等 位 基因 优先 扩 
增 。 另 外 ， 当 一 对 等 位 基因 的 天 小 差异 很 显著 时 ， 也 可 引起 一 个 等 位 基因 的 优先 扩 增 。 

如 果 一 基因 座 二 个 峰 高 比值 小 于 70 免 ， 而 设 有 其 他 指标 表明 是 混合 样品 ,那么 该 样 
品 必须 重新 扩 增 以 确定 不 平衡 情况 是 否 有 重复 性 。 不 平衡 扩 增 提示 标本 可 能 为 混合 样品 。 

模板 DNA 极 微量 或 DNA 降解 或 有 抽 制 剂 存在 ， 不 同 基因 座 扩 增 效 率 不 同 ， 有 些 基 因 
座 不 能 得 到 扩 增 ， 片 段 较 大 的 基因 座 最 先 受 伸 影 响 ， 如 D7S820, D18S51, FGA 基因 座 。 

全 引物 结合 位 置 的 序列 差异 ”模板 DNA 的 引物 结合 位 置 出 现 突变 ， 可 能 直接 影响 退 
火 效 率 ， 尤 其 是 突变 发 生 在 引物 的 3' 端 ， 延 伸 可 完全 被 阻 断 ， 使 某 个 等 位 基因 无 扩 增 产 
物 ， 成 为 无 效 等 位 基因 (null allele)， 条 人 台子 个 体 只 有 一 个 基因 产物 ， 成 为 所 谓 假 纯 合 子 
的 现象 ， 如 MBP- B 、D19S253 及 Profile plus 中 D8S1179 基因 座 均 可 出 现 上 . 述 无 效 等 位 基 
因 ， 不 过 这 种 情况 造成 的 假 纯 合子 的 等 位 基因 峰 高 比 真正 纯 合子 的 低 许多 ， 由 此 来 确定 是 
否 存 在 无 效 等 位 基因 。 如 泉 突 变 发 生 在 引物 结合 的 其 他 位 置 ， 引物 退 火 温度 受到 影响 ， 导 
致 信号 降低 。 

没有 .一 对 引物 可 以 绝对 地 说 没有 无 效 等 位 基因 现象 。 绪 物 位 置 点 突变 发 生 的 机 率 极 小 
{大 约 0.01 ~0.0001 HAY) 一 个 个 体 不 可 能 在 二 个 基因 座 受 到 有 影响。 改变 引物 序列 ， 
避 开 前 一 引物 退火 区 域 ， 可 以 克服 无 效 等 位 基因 的 问题 。 

不 管 怎样 ， 只 要 用 同一 矢 引 物 相同 条 件 分 析 现场 物证 与 比 对 样品 ， 如 果 现 场 物证 分 型 
与 嫌疑 人 的 相同 ， 说 明 它 们 来 自 于 同一 来 源 ， 无 须 考 虑 无 效 等 位 基因 问题 。 这 种 情 说 只 适 
合 于 一 个 实验 室内 。 如 此 建立 数据 库 ， 实 现 数据 共享 ， 进 行 联网 比 对 ， 潜 在 的 等 位 基因 等 
失 可 能 导致 假 排除 。 为 了 克服 这 个 潜在 的 问题 ， 需 要 峰 低 数据 库 搜索 的 标准 ， 允 许可 以 有 
一 个 基因 座 不 完全 匹配 ， 而 不 是 所 有 基因 座 必须 完全 区 配 。 但 无 效 等 位 基因 对 于 亲子 鉴 
定 ， 存 在 假 排除 的 可 能 ， 要 引起 注意 。 

名 样 品 为 混合 样品 ”在 实际 检验 中 ， 明 昆 干扰 峰 面积 半 衡 的 常见 原因 是 混合 样品 ， 而 
不 是 等 位 基因 的 优先 扩 增 。 

当 分 析 样 品 为 混合 样 间 时 ， 泥 合 样品 组 分 的 混合 比例 不 同 或 混合 的 比例 相间 但 拥有 一 
个 共同 的 等 位 基因 ， 可 能 会 发 生 这 种 基因 座 内 的 优先 扩 增 现 象 ， 等 位 基因 峰 面积 明显 不 平 
衡 。 扩 增 分 析 多 个 基因 座 ， 综 合 分 析 整 个 图 谱 ， 确 定 是 否 为 混合 样品 ， 有 助 于 结果 的 解 
F, 

加 微 变异 体 与 稀有 等 位 基因 ”由 于 左 基 插 人 ,缺失 或 变化 造成 等 位 基因 序列 差异 ,一 
些 重 复 单位 碱 基数 发 牛 变化 ， 等 位 基因 内 部 有 不 完整 的 重复 单位 存在 ， 这 些 徽 变异 体 与 完 
整 重复 单位 的 等 位 基因 差异 极其 微小 ,而且 比 较 稀 有 ， 不 包含 在 分 型 标准 物 中 ， 与 分 型 标 
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准 物 中 等 位 基因 只 差 J 到 2 个 碱 基 。 

D18S51，D21S11 和 FGA 基因 座 出 现 微 变 异体 较 攻 ,“. 上 、“.2 “3"， 很 难 畴 认 ， 很 
难 进行 正确 命名。 如果 合 名 不 正确 ， 会 导致 结果 错误 ， 尤 其 是 进入 数据 库 进 行 比 对 。 要 求 
认真 检查 分 子 量 内 标 ， 人 确认 等 位 基因 的 片段 天 小 ,证 实 确 为 稀有 等 位 上 基因， 进行 止 确 命 
名 。 

一 些 片 段 较 大 或 较 小 的 等 位 基因 ，r 吕 能 汞 在 该 基因 永 等 位 基因 分 型 标准 物 两 侧 以 外 ， 
在 排除 “pull ~- up” 峰 和 非特 异性 扩 增 产物 外 ， 必须 将 些 峰 作为 真正 的 等 位 基因 来 处 理 ， 
按 国际 命名 标准 进行 命名 。 

芒 部 分 X 和 说 染色 体 序列 表现 出 高 度 的 序 诉 相似 性 ”一 - 些 Y- STR 基因 座 即 使 采用 非 
常 特异 的 扩 增 条 件 ， 女 性 DNA 仍 能 在 T- STR 基因 座 得 到 扩 增 产物 ， 表 疯 表 现 为 二 个 男性 
DNA 混合 的 样品 : 因此 ， 对 于 这 些 基 内 座 ， 要 求 用 案件 涉及 的 女性 样品 作对 照 同 时 进行 分 
i, UAU EREZET. 


19.3 itk DNA 测序 


一 个 细胞 内 线粒体 DNA Pj e g, ZTR E — e R n k 6 iE 
分 析 不 能 得 到 有 效 结果 的 检 材 ， 有 时 可 成 功 地 得 到 mtDNA 分 析 结 果 。 

们 要 注意 污染 问题 以 及 线粒体 DNA 存在 的 异 质 性 。 同 一 个 体 的 不 同 组 织 、 器 官 或 同 
一 组 织 的 不 同 部 位 ， 存 在 一 个 碱 基 的 差异 ， 使 两 者 的 DNA 序列 不 同 ， 蜡 质 体 一般 一 个 个 
体 发 生 在 一 个 碱 基 处 ， 极 少 观察 到 在 两 个 碱 基 位 置 同 时 存在 异 质 性 。 两 个 样 品 在 -一 个 碱 基 
位 置 的 不 同 ， 不 能 轻易 排除 它们 的 相关 性 。 
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第 二 十 章 个体 识别 


20.1 个 体 识 别 的 基 三 与 原理 


法 医 DNA 分 析 的 最 大 一 个 领域 是 对 千 物 物 还 进行 个 体 误 别 ， 进 行 同 一 认定 。DNA 分 
出 的 整个 的 是 为 了 习 消 物证 样品 与 划一 个 体 的 相关 样品 是 否 有 了 联系， 是 为 了 杰 证 实生 物 
物证 来 源 于 所 调查 的 其 -FETAR DETERE, 为 审判 提供 科学 证 据 。 

除 同 旷 六 生子 外 ， 每 个 生物 个 体 的 DNA 分 子 是 不 同 的 ， 独 一 无 二 的 ; DNA 遗传 标记 
是 终生 涉 变 的 ， 不 随 彰 养 、 环 境 条 件 而 改变 。 这 两 点 是 DNA 遗传 标记 能 进行 法 医学 个 体 
识别 、 同 一 认定 的 基础 。 
个 体 识别 的 原理 是 ; 社保 证 受 检验 的 样 吕 组织 无 帘 变 (如 癌变 )、 结 果 止 确 前 提 下 ， 
如 果 比 对 图 谱 的 分 型 结果 不 同 ， 可 以 排除 两 个 DNA 来 日 于 同 -个 体 ; 如 分 型 相同 ， 椒 能 
排除 他 们 来 白 于 同一 个 体 ， 这 有 两 种 可 能 情况 ， -是 样品 确实 来 日 于 网 一 个 体 ， 二 是 样 遇 
米 自 于 不 同 个 体 ， 只 是 所 检验 的 标记 分 型 一 化 ， 随 着 分 析 的 遗传 标记 的 增加 ， 他 们 的 隔 谱 
会 不 同 。 此 时 需要 增加 DNA 标记 ， 当 检验 的 联合 侦 合 率 在 10 x 10 -以 下 时 ， 可 以 认定 它 
们 来 自 于 同一 米 源 。 因 为 此 时 的 偶合 浴 表 明 ， 只 有 在 千 亿 大 中 才 会 有 可 能 出 现 两 个 雹 关 个 
体 随 本 相同 ， 而 如 今 地 球 人 口 不 足 百 亿 ， 控 概率 推算 ， 不 可 能 来 日 一 个 无 闫 个体。 可见 ， 
排除 是 绝对 的 ， 认 定 是 相对 的 。 


20.2 个 体 识别 的 遗传 标记 


几乎 所 有 的 多 态 性 遗传 标记 都 可 用 于 个 体 识别 ， 包 括 RFLP., VNTR- PCR、STR、 线 
粒 体 DNA 以 及 各 种 序列 多 态 性 标记 ， 但 每 个 标记 的 识别 率 不 同 。 央 而 ， 为 了 达到 个 人 司 
一 认定 ， 需 要 选择 合适 前 一 定数 日 的 遗传 标记 。 

DNA 指纹 图 具有 极 高 的 识别 率 ， 实 验 数据 表明 ， 一 个 多 基因 座 探 针 的 DNA 指纹 图 的 

合 几 率 在 10-? 以 下 ,识别 率 可 达到 个 天 间 一 认定 水 平 ， 除 同 卵 双生 于 外 ， 没 有 二 个 个 
AAM, 如 果 图 谱 不 同 ， 可 以 直接 排除 ， 如 果 柑 同 ， 就 可 以 认定 为 辐 - -个体 或 来 
源 。 

单 基因 座 DNA 纹 印 图 的 识别 率 也 较 高 ， 三 个 探 针 的 DNA 图 谱 叮 以 达到 个 人 同一 认 
定 ， 为 了 避免 因 某 种 原因 可 能 造成 的 错误 认定 ， 一般 要 求 5 个 单 基因 座 探 针 的 图 谱 相 辣 ， 
才能 认定 来 源 寺 同一 个 体 。 

ne 3 BTE fe EA i, 个 体 识别 这 







































































定 的 13 个 STR 二 因 座 在 7 个 解 伯 中 的 随机 个 体 匹配 概率 如 下 20-1 所 示 ， 这 13 个 基因 座 
的 平均 匹配 概率 小 于 一 万 亿 分 之 一 ， 除 同 孵 并 和牛 子 外 ， 没 有 山 个 个 体 拥有 机 同 的 图 谱 ， 村 
以 达到 个 人 间 一 认定 o 
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表 20-1 ?7 个 群体 中 CODIS 系统 13 个 STR 基因 座 的 随机 个 体 匹 配 概率 估计 























AH 

TEWMA PERRA KERHA 瑞士 人 意大利 人 ”中 国人 阿山 切 人 
平均 920  9.50x 108 I 32x J0" 823109 — 1.25 105 7.45 x 10" 4.85 x 10° 1.77 x 1012 
0 = 0.01 1.04 x 10" 1.46 x 10” 9.12 x 10" 1.39 x 10" 8.22 x 10" 45x 10“ 1.88 x 1012 
最 常见 纯 合 子 ATARAR) 
0=0 1 61x 03 2.48 x 10" 7.40 x 10“ 1.61 x 10" 1.38 x 10' 2.71 x 1012 2.27 x 10° 
Upper 95% CI — 5.18 10” 7.36 x 10" 2.15 x 10" 467x 0? 4,29 x 10" 5.10 x 10" 8.77 x 10 
b=0.01 1.20 x 10" 1.82 x 105 5.32 x 10° 1.14 x 10* 9.85 x 10° 2.00 x 10" 1.84 x 10° 
Upper 95% CI 3.91 x 105 5.52 x 1012 1.58 x 10” 3.38 x 10" 3.13 x 10" 3.85 x 10" 了 .21 x 10 
Ae F dB. (conditional probability} 
(0 =0.01) 3.82 x 10" 5.65 x 10" 1.52x 10° 3.10 x 10" 2.75 x 107 6.10x 107 8.26 x 10° 
Upper 1.30 x 10° 1.79 x 10” 4 7) x 102 9.58 x 10° 9.09 x 102 1.26 x 107 3.34 x 1 
95% CI 
最 常见 杂 人 台子 【所 有 基因 座 ) 
ĝ=0 9,20 x 10" 2.16x 10" 2.01 x 10" 1.729 x 10" 1.03 x 10" 5.86 x 10° 5.09 x 10° 
Upper 95% C] 4.63 109 1.02 x 10” 9.64 x 10" 1.27 x 10L 5.29 x 10° 2.29 x 1019 2.65 x 10” 
PIFRE (Conditional probability) 
t= 0.01) 6.52 x 109 1.48 x 10" 1.37% 10" 1.79 x ID" 7.27 x 10" 4.32 x 10” 3.85 x 10” 
Upper 95% CI 3.39 x 10" 7.27 x lD 6.82 x 10° 8.92 x 100 3.87 x 10" 1.73x100 2.07 x 10 





注 : PeArit e y KE ASK (N) 分 之 一 ，N 为 表 中 的 数 





20.3 个 体 识别 


20.3.1 个 体 识别 的 三 种 可 能 的 结果 

物证 样品 《如 生物 体液 或 组 织 》 与 比 对 样品 【典型 的 为 血液 样 帅 ) 进行 一 系列 DNA 
检验 ,检验 完 毕 后 ， 分 析 人 员 根 据 输 验 结果 可 以 对 物证 样品 与 比 对 样品 间 的 遗 传 相似 性 作 
出 决定 ， 有 一 种 可 能 结果 : 

1, 分 型 不 同 ， 表 明 样 品 来 源 于 不 同 个 体 ， 即 排除 。 排 除 的 结论 对 个 人 识别 是 绝对 的 ， 
不 需要 更 进一步 讨论 分 析 。 

2. 检验 结果 不 太 肯 定 样 帖 是 否 有 相似 的 分 型 ， 也 就 是 说 检 验 所 得 到 的 图 谱 不 太 清 楚 ， 
无 法 判读 ， 不 能 确定 【Ineonelusive)。 这 种 情况 的 发 生 有 多 种 原因 ， 包 括 样 品 降解 、 污染 
或 试剂 的 失效 (例如 限制 性 酶 的 抑制 剂 )。 这 种 情况 下 ， 可 以 用 已 提取 的 样品 DNA 或 重新 
取材 (包括 从 物证 的 不 同 部 位 ) 提取 DNA， 重 新 重复 一 遍 分 析 过 程 ， 以 期 得 到 明确 的 分 
型 结果 。 当 分 析 后 还 如 此 ， 没 有 比重 新 分 析 前 获得 更 多 的 遗传 信息 ， 我 们 就 可 以 认为 结果 
不 能 确定 。 不 能 确定 的 结果 没有 多 大 意义 ， 不 需要 进一步 分 析 。 

3. 分 型 相似 。 确 定 样 品 有 相似 性 ， 表 明 可 能 来 源 于 疝 一 来 源 。 需 要 进一步 分 析 和 讨论 。 

20.3.2 相似 性 意义 

L. 相似 性 

物证 与 有 关 样 品 之 癌 的 相似 性 ， 经 常用 匹配 (mach) 或 一 致 或 相同 这 些 词 来 描述 。 
法 医 DNA 分 析 工 作 考 对 匹配 ， 用 这 个 词 极 罕 的 含意 。 匹配 ， 只 是 表明 二 个 样品 在 进行 的 
特定 分 析 中 设 有 观察 到 显著 的 差异 而 已 ， 并 不 表 沙 绝对 的 下 配 ， 可 能 二 个 样品 来 源 于 同一 
个 体 ， 也 可 能 分 别 来 源 于 两 个 个 体 。 因 为 DNA 检验 只 是 检验 了 人 基因 组 相对 比较 小 的 一 
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部 分 ， 只 是 目前 所 用 检验 方法 没有 检 久 这 二 个 样品 间 存 在 的 差异 ， 进 . - 步 分 析 可 能 会 发 现 
他 们 之 间 存 在 差异 ， 得 到 不 同 的 结论 。 事 实 上 ， 遗 传 相 侦 性 ， 或 一 致 性 的 结论 只 是 描述 这 
样 一 个 事实 一 一 在 已 进行 的 分 析 检 验 中 ， 二 个 样品 之 间 没 有 发 现 益 异 。 由 于 DNA 标记 具 
有 极 高 的 个 性 识别 能 力 ， 经 多 个 高 识别 率 DNA 基因 座 检 验 后 表现 出 遗传 一 发 性 的 样品 ， 
可 以 达到 个 人 的 特征 iOS in] W, KETE KR. 

(1) 连续 等 位 基因 体系 

RFLP 标记 (DNA 指纹 图 和 纹 印 图 ) 皱 认为 是 连续 等 位 基 久 系统 ， 无 法 区 分 开 离 向 的 
单个 等 位 基因 ， 图 谱 中 的 一 条 带 可 能 合 多 个 等 位 基因 。 比 如 一 个 等 位 基因 会 有 99 个 10bp 
长 的 重复 单位 ， 很 难 与 含有 100 个 这 样 重复 单位 的 等 位 基因 分 上 并。 因为 用 于 RFLP 中 的 电 
泳 系统 分 辨 率 低 ， 不 能 分 开 990bp 与 1 000bp WE; Ki, ARRA m. atA HLE 
算出 片段 大 小 。 

比 对 RFLP 体系 图 谱 时 ， 第 一 步 是 用 肉眼 检查 图 谱 ， 根 据 经 验 和 知识 ， 分 析 人 员 确 定 
图 谱 问 是 和 否 有 相似 性 ， 以 便 确 定 是 各 需要 进一步 分 析 。 如 果 图 谱 明 显 小 同 ， 不 需要 进一步 
测定 片段 大 小 来 确认 不 相同 ;如 果 二 个 图 谱 中 的 谱 带 只 是 轮廓 相似， 其 他 仍 不 相似 ， 不 足 
以 下 相似 的 结论 。 些 时， 需要 借助 计算 机 测量 片段 大 小 。 

计算 机 测定 的 片段 长 讼 存在 因 样 品 、 特 定 实验 室 方法 学 和 测量 系统 造成 的 系统 偏 凑 ， 
描述 遗传 相似 性 意义 时 必须 考虑 这 种 分 析 方 法 测量 的 准确 度 。 当 二 个 样品 说 是 匹配 时 ， 就 
意味 它们 在 系统 偏差 内 是 相同 的 ， 尽 管 有 可 能 它们 的 大 小 不 是 真正 相同 。 实 验 分 析 、 比 较 
来 自 于 同一 个 体 的 物证 和 参照 样品 的 片段 长 麻 时 ， 发 现 碱 基数 月 上 会 有 些小 的 差异 ， 计 算 
机 把 它 当 做 另 一 条 带 计 算 ， 这 些 差 异 是 由 于 方法 的 差异 及 样品 与 样品 的 差异 造成 的 。 实 验 
已 经 证 实 有 量 的 盖 红 性 ， 即 来 源 同一 个 体 的 二 个 样 帆 由 于 DNA 量 的 不 同 造 成 片段 大 小 的 
差异 。 因 此 在 确定 相似 性 时 需要 一 个 匹 辣 标准 【mateh eriterion)。 匹 配 标准 ， 通 常用 谱 带 
大 小 的 自分 比 表示 ， 其 会 尽 是 指 二 条 带 的 测量 长 度 只 要 落 在 彼此 一 定 的 测 基 范围 内 ， 可 以 
认为 是 相亲 的 ， 比 如 ， 匹 配 标 准 为 +2.5 和 免 ， 那 么 二 个 样品 的 谱 带 大 小 必须 在 它们 平均 大 
小 的 +2.5 铝 ~ -2.5 锡 内， 才能 认定 他 们 具有 相似 性 。 

(2) 个 连续 {离散 ) 等 位 基因 系统 

PCR 系统 中 ， 每 个 基因 座 等 位 基因 较 少 ， 等 位 基因 也 较 小 ， 比 较 容 易 被 分 离 ， 标 记 总 
体 [为 离散 的 等 位 基因 ， 可 以 明确 区 分 开 等 位 基因 -二 个 样品 的 基因 型 要 么 相同 ， 要 人 么 不 
相同 ， 模 楼 两 可 的 现象 只 在 像 混 合 样品 或 样品 较 少 不 能 得 到 完全 的 基因 型 的 情况 下 出 现 。 

2. 相似 性 意义 

DNA 图 谱 出 现 遗 传 相似 性 有 下 列 三 种 可 能 情况 : . 

(1) 样品 属于 同一 来 源 ， 这 意味 物证 样品 ， 如 血 痕 、 精 滚 、 唾液 等 与 比 对 样 晶 来 自 于 
同一 个 体 。 

(2) 相似 性 是 一 种 重合 ， 即 是 比 对 样品 个 体 与 物证 真正 的 遗留 背 在 所 分 析 的 特定 标记 
上 拥有 相同 的 遗传 图 谱 ， 然 而 物证 样品 真正 来 自 于 比 对 样品 以 外 的 其 他 个 体 ， 而 不 是 比 对 
样品 的 提供 者 。 

(3) 相似 性 是 一 种 偶然 ， 是 由 错误 造成 的 。 物 证 样 而 并 不 真正 来 自 于 比 邓 样品 个 体 ， 
而 是 由 于 在 收集 、 分 析 及 铅 作 者 的 错误 导致 物证 和 比 对 样品 出 现 相同 的 DNA 图 谱 。 
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物证 的 检验 分 析 人 员 、 案 件 的 侦查 、 调 查 和 审判 人 员 以 及 其 他 办 案 人 员 ， 都 要 弄 清 所 
得 到 的 DNA 分 析 鉴 定 结果 究竟 是 上 述 二 种 情况 种 的 哪 -种 ， 以 确定 其 对 案件 的 意义 ,在 
物证 搜 信 和 所 有 的 分 析 过 程 中 实现 严格 的 质量 控制 . 可 以 杜绝 上 述 第 三 种 情况 的 发 生 。 对 
于 第 一 和 第 二 种 情况 ， 要 看 他 们 的 相似 性 太 小 。 

20.3.3 偶合 率 和 似 然 比 计算 

1, BEF 

一 旦 物证 样品 和 比 对 料 晤 之 问 确 定 有 一 -种 相似 性 【匹配 DNA 图 谱 }， 这 种 相似 性 究竟 
有 多 太 就 成 为 下 一 个 关键 问题 。 相 似 性 的 大 小 取决 于 拥有 相同 遗传 绚 谱 每 一 种 可 能 情 沉 的 
各 自力 度 。 如 果 和 人 和 群 中 许多 个 体 有 这 种 分 型 ， 那 么 这 种 相关 意义 就 很 少 ， 因 为 它 意 味 着 人 
群 中 随机 个 体 均 有 可 能 拥有 相同 的 这 种 分 型 。 反之， 如 果 除 了 比 对 样 融 外 ， 其 他 个 体 拥有 
这 种 分 型 的 可 能 性 很 低 的 话 ， 那 么 这 种 相关 性 意义 就 很 大 ， 预 示 着 有 可 能 来 于 辐 一 个 体 。 

通常 用 偶合 率 表 示 相 似 性 大 小 。 也 就 是 说 ， 除 比 对 样 申 个 体外 ， 其 他 大 是 物证 真正 的 
遗留 者 时 ， 其 比 对 样品 与 物 让 图 谱 匹 配 的 可 能 性 月 案 大 ， 或 者 随机 匹配 的 叮 能 性 或 偶合 率 
是 多 少 ” 侦 合 率 ， 即 存 相 关 人 群 中 ， 这 种 图 谱 出 现 的 概率 。 分析 某 标记 在 某 人 人 群 中 有 代表 
数量 的 个 体 ， 观 察 每 -种 基因 型 出 现 的 次 数 ， 计 算 某 因 型 频率 ， 获 得 偶 台 率 ， 对 于 只 有 少 
量 等 位 基因 的 遗传 标记 系统 ， 测 查 一 定量 的 个 体 ， 完 全 有 可 能 重复 观察 所 有 基因 型 。 

对 于 有 较 多 等 位 基因 ,问题 就 变 得 复杂 多 了 ,对 于 和 象 RFLP 基因 座 , 一 些 基 因 座 有 50 或 
更 多 个 等 位 基因 ,如 大 级 1275 个 基因 型 ,4 个 这 样 的 基因 座 联合 等 位 基因 的 结果 有 (1275) x 
(12175) x (1275) x (12175) , B2 2.6 x 102 个 吕 能 的 组 合 某 因 型 ,分析 人 群 的 每 一 个 体 获 得 
所 有 分 型 ,站 然 是 不 可 能 的 。 另 外 ,地 球 上 只 有 50 亿 人 口 ,大 部 分 组 侣 基因 型 并 不 存在 。 

.根据 群体 遗传 理论 ， 对 于 处 于 HW 平衡 的 群体 ，HW 平衡 和 连 琐 平衡 定律 允许 依据 等 
位 基因 频率 米 估 算 理 论 的 基因 型 频率 ， 纯 合子 个 体 基 因 型 频率 为 泳 等 位 基因 频率 的 平方 ， 
Hpi 杂 合 子 则 为 两 等 位 基 内 频率 的 乘积 的 2 倍 ， 即 2xpPpi， 以 这 估算 的 基因 型 频 举 理 
论 值 来 计算 偶 台 率 。 因 此 排除 是 绝对 的 ， 认 定 来 和 白 于 同一 个 体 则 是 相对 的 。 相 做 性 的 意义 
取决 于 他 们 相似 性 的 大 小 。 

偶合 率 太 小 与 分 型 系统 、 标 记 的 等 位 基因 在 人 群 中 分 布 情况 以 及 基因 型 相关 。 

偶合 率 计 算 公 式 : 






































pr +Üp (1-p) 当 i=j 时 
2Ppip; 当 izj 时 


式 中 : O BR KARSA R R. p. pi 为 等 位 基因 i 和 和 j 的 等 位 基因 频率 。 
当 比 对 样品 有 亲属 关系 时 ， 偶 合 率 计 算 公式 为 : 


P. =P, (A.A;) -| 


gopi + @) pi + 和 当 i=j 时 
2qopi pi + 1L729 (p +p) +Q 当 ij 时 

pe p 和 qz 分 别 为 后 代 有 0、1 和 2 个 等 位 基因 相同 (identical by descent, IBD) 时 的 
概率 。 妆 为 同胞 时 ，(m、9 和 4) = (1⁄4, 1⁄2, 1⁄4); 当 为 第 一 代 堂 姨 亲 属 ，( qo、 
Hg) = (3⁄4, 1⁄4, 0) 

n 个 独立 遗传 的 标记 的 联合 伪 合 率 计算 公式 : 


P. = Pr (A A.) -| 
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AJE, 检验 时 不 能 单 觉 一 个 碱 基 序 列 的 差异 轻易 排除 其 相似 性 ，3 A F RR 36 AS R| HE 
除 较为 可 靠 。 同 一 母系 人 员 间 序列 也 存在 异 质 性 ， 在 亲缘 鉴定 时 要 了 予以 注意 。 英 国 的 FSS 
和 美国 的 THI 及 军队 武装 DNA 鉴定 中 心 规定 不 能 根据 单个 碱 基 不 同和 而 得 出 排除 结论 。 

5.mtDNA 序列 单 倍 型 数 多 ， 但 是 现在 调查 的 人 群 数据 少 ， 还 未 获得 真正 有 代表 性 的 单 
们 型 的 群体 数据 ， 很 难 进 行 个 体 同 - :认定 和 亲子 鉴定 的 概率 计算 

6. mDNA 序列 分 析 方法 复杂 、 繁 瑞 。 工 作 量 大 ， 费 用 昂贵 ,出错 率 商 。Holjand 和 Par- 
sons 报道 mDNA 测序 错误 率 为 1 多 — 2% 

15.6.3 分 型 结果 解释 

进行 物证 样品 比 对 时 ， 首 先 要 检查 提取 试 痢 对 照 或 PCR 阴 忻 对 照 序列 。 如 果 提 取 试 
州 对 照 或 PCR 阴性 对 照 得 到 与 物证 样 上 总 租 同 的 序列 ， 那 么 物证 样 曲 的 结果 绝对 不 能 使 用 ， 
必须 重新 分 析 。 如 果 对 照样 品 出 现 的 序列 与 物证 样品 的 不 同 ， 结 果 解 释 时 必须 结合 所 有 实 
验 结 果 ， 和 包括 阳性 对 照 、 其 他 阴性 对 照 、 两 次 分 析 的 结果 和 和 阴性 对 照相 对 于 物证 样品 的 相 
对 强度 。 每 次 实验 的 阳性 对 照 的 结果 必须 是 正确 的 ， 本 次 实验 结果 方 叮 应 用 。 

在 确保 mDNA 分 型 正确 情况 下 ， 比 较 物 证 样品 与 参照 样品 序列 。 根 据 人 群 调 查 发 现 ， 
无 关 个 体 在 高 变 区 I 和 开 一 般 有 4 个 以 上 碱 基 序 列 不 同 ， 蜡 质 性 很 少 同 时 发 生 在 两 个 碱 基 
中 ， 不 是 来 日 于 同一 生 系 的 那些 物证 与 比 对 样品 间 不 止 在 一 个 核 背 酸 上 有 差异 。 

1. 如 果 比 对 样品 有 2 个 以 上 的 碱 基 序 列 不 同 ， 可 以 排除 他 们 的 相关 性 。 

2. 如 果 比 对 样品 序列 只 有 一 个 碱 基 差 异 。 分 两 种 情况 ;: (1) 如 果 物 证 样品 观察 到 异 
质 体 ， 而 没有 在 已 知 样品 中 观察 到 ， 或 反 过 来 ， 在 已 知 样 间 中 观察 到 ， 而 在 物证 样品 中 没 
有 观察 到 ， 这 种 情况 下 不 能 排除 他 们 有 同一 母系 关系 或 来 自 于 同一 来 源 。(2) 如 果 未 知 样 
品 和 比 对 样品 问 只 有 一 个 碱 某 差 异 ， 而 又 没有 观察 全 异 质 性 的 存在 ， 此 时 的 结果 解释 应 是 
不 能 确定 (inconclusive), 已 发 现在 个 别 同 一 母系 人 员 间 存在 一 些 差异 ， 有 时 不 同 母 系 或 
来 源 个 体 出 现 单 核 苷 酸 不 同 。 

总 之 ， 样 蜗 间 碱 基 差 泽 数 起 大， 他 们 来 自 于 同一 来 源 或 有 相同 母系 起 源 的 可 能 性 越 
小 。 

3. 如 果 序 列 相 同 ， 那 么 本 能 排除 物证 样品 与 参照 样品 来 自 于 同一 个 来 源 的 可 能 。 比 
如 现场 提取 的 毛发 与 某 一 嫌疑 人 A 的 相同 ， 那 么 这 种 匹配 有 三 种 可 能 情况 : (1) 毛发 可 
能 来 自 于 嫌疑 人 ; (2) 毛发 可 能 来 自 与 嫌疑 人 有 同一 母系 的 亲属 ; G) 毛发 可 能 来 自 与 嫌 
疑 人 无 母系 关系 的 无 关 个 体 。 

如 何 判 定 结果 属于 哪 种 情况 ?属于 其 中 第 三 种 情况 的 可 能 性 有 多 大 ? 也 就 是 说 ， 具 有 
这 种 毛发 序列 的 潜在 人 群 占 多 少 ? 这 一 般 取决 于 所 分 析 的 案件 的 案情 以 及 所 涉及 到 的 
mDNA 序列 。 如 果 案 件 限定 在 一 定 范围 内 ,那么 mDNA 序列 相 匹 配 可 以 认为 是 有 决定 意 
光 的 。 如 两 个 比 对 样品 中 同时 观察 到 相同 的 蜡 质 体 ， 这 就 增加 了 物证 的 证 据 力 。 叉 如 ， 在 
飞机 失事 的 空难 中 ， 采 集 的 残 瞬 是 登 机 的 乘客 与 机 组 成 员 的 ， 也 就 是 说 ，mtDNA 序列 比 对 
局 限 在 -~ 个 比较 固定 有 限 的 范围 和 内。 如 果 某 一 履 客 的 参考 样品 {乘客 的 母系 家 属 ) 与 他 的 
序列 相同 ， 但 与 所 有 其 他 人 员 的 序列 不 同 ， 那 么 这 种 相 匹配 可 以 认为 是 同一 的 。 

在 实际 工作 中 ， 更 常见 的 是 ， 进 行 mDNA 分 析 的 案件 物证 的 来 源 是 未 知 的 ， 没 肯 任 
何 关联 ， 那 么 在 这 种 情况 下 的 mDNA 序列 相同 的 资料 是 不能 作为 最 终结 论 的 决定 性 依据 。 
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物证 样品 ， 要 考 虚 到 它 的 复杂 性 ， 如 量 少 、 存 在 降解 成 污染 等 各 种 因素 ， 并 是 无 法 预先 正 
确 顶 测 这 些 因 素 ， 因 此 在 检验 结果 会 出 现 原本 来 白 于 同一 来 源 的 样品 的 DNA 图 谱 可 能 不 
同 ， 一 个 图 谱 的 带 多 ， 另 一 个 的 带 少 ,但 这 种 图 谱 的 带 不 可 能 由 一 种 型 转变 成 男 一 种 型 的 
带 ， 如 等 位 基因 14， 它 不 可 能 变 成 等 位 基因 10。 造 成 这 种 同一 来 源 样品 的 图 谱 有 所 益生 
的 表现 形式 各 产生 原因 在 不 同系 统 的 遗传 标记 旦 不 同 的 ， 如 RFLP 系统 ， 可 能 出 现 : (1) 
带 的 漂移 ， 量 的 差异 或 DNA 中 存在 污染 物 如 盐 ， (2) 过 带 ， 内 切 酶 的 星 号 活性 或 污染 有 
其 他 DNA 或 存在 恬 解 ; (3) 少 带 ， 存 在 DNA 降解 。PCR 系统 可 能 出 现 : (1)】 少 带 ， 量 少 
造成 较 小 等 位 基因 优先 扩 增 ， 大 等 位 基因 丢失 ,或 存在 降解 或 抑制 剂 ; (2) 铬 带 ， 量 不 平 
衡 ， 扩 增 特 异性 降低 ， 存 在 Swier 带 ， 污 染 或 多 色 荧 关 标 记 系统 ， 椒 同 染 料 间 的 十 扰 引 进 
pull - up 带 。 线 粒 体 DNA 系统 的 二 蜡 质 性 导致 间 一 个 体 不 同 细 胞 间 的 差 恒 ， 具 体 已 在 各 标 
记 有 关 部 分 详细 前 述 了 。 在 排除 夺 一 定 蓝 六 意 这 些 问题 。 

ARE, 一 般 以 9 个 STR 基因 座 检验 可 以 达到 个 体 同 一 认定 ， 但 必须 注意 已 发 现 同 胞 
ZBE Profir plus 系统 有 7 了 个 基因 座 的 分 型 完全 一 致 ， 在 其 他 两 个 基 困 座 各 有 一 个 等 位 基 
因 相 网。 因此 当 物 证 样品 由 于 客观 条 件 不 能 得 到 所 有 基 内 座 的 分 型 结果 ， 在 下 结论 时 一 定 
要 慎重 ， 嚼 图谱 相同 ,但 物证 有 可 能 米 自 于 比 对 样品 的 间 胞 ， 而 不 是 比 对 样品 本 大， 表 
20-2 是 13 个 基因 座 在 兴 属 问 的 匹配 概率 。 

表 20-2 13 个 基因 座 的 在 亲属 间 的 匹配 概率 
大 群 最 常见 杂 合 了 最 常见 纯 合子 
同胞 HARARE 同胞 MM É S Ju tš 
性 计 值 95%CI itta 95% CI 估计 和 慎 95% I 估计 秆 95%Cl 
FEMA 6.80x10 5.92x10 6.33x10 4.03x10 5.18x104 4.28x10 4.70x 10° 2.30x 105 


























非 毅 

- 8.24x10 7.35 10 1.23x10 7,59x10° 5.62x10 4.060510 6.38x 10° 3.46 x10” 
美国 人 

Bk A 4 4 plal 9 4 4 上 

EHA 7.78x 10 676x10 1.16x100 7.23x10 6.93x10 5.69x10 1.39x10" 7.51 x 1919 


瑞士 8.38x104 7.29x 10 1.47x100 9.19x10 8.31x10 6.84x10 2.45x 101 1.33x10" 
意大利 7.05x10 6.17x10 7.1xi 43.60510 &37x 10 6.94x10: 2.26x 10 1.26x10! 
中 国人 5.05x10 4.94x10 4.42x1 2.41xI0 5.56x10° 4.19x 10° 6.70 x 0°? 2.98x 1019 


WHEA 2.63x10 2.29x10 4.84x10 3.14x10 8.43x10 7.00x10 3.11x10 1.54x10" 





注 : 匹配 报 率 等 于 人 群 人 数 (N) 分 之 一 ，™ 为 表 中 的 数 、 





号 德 坚 等 对 31 个 STR 基因 座 进行 精 流 与 血液 分 型 比较 ， 发 了 项 同一 个 体 的 精 湾 与 血液 
之 癌 的 基因 型 在 DXS6799、D8S1179 和 FGA 基因 座 不 同 〈 表 20 - 3), 血液 比 精 液 的 带 多 。 
因此 个 体 同一 认定 时 一 定 要 注意 ,一 个 基因 座 的 不 同 不 能 排除 ， 和 否则 会 发 生 假 排除 。 
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表 20-3 三 个 不 同 个 体 的 3 个 STR 基因 座 的 分 型 缚 果 











个 体 PE 基因 型 
”血液 精液 

1 _ DXS6799 11, 13 I ID 
2 D851179 11, 13, 15 11, l4 
3 FGA 25.2, 30.2 25.2 


对 于 父系 遗传 的 站 染色体 和 母系 遗传 线粒体 DNA 的 遗传 标记 系统 ， 由 于 它 的 遗传 特 
点 ， 不 可 能 达到 个 人 同一 认定 ， 同 一 父系 来 源 的 所 有 个 体 的 染色体 分 型 完 们 一致 ， 同 
一 母系 的 线粒体 分 型 一 致 。 对 于 此 类 标记 ， 在 排除 比 对 样品 的 同一 父系 所 有 其 他 个 体 前 提 
下 ， 当 物证 样品 与 比 对 样品 了 染色 体 标记 的 偶合 率 达 到 一 定 的 个 体 认 定 水 平时 ， 可 以 结 
合 案 情 如 时 间 、 地 点 、 目 击 让 人 等 认定 他 们 来 源 于 同一 个 体 。 同 样 地 ， 在 排除 比 对 样品 的 
同一 母系 所 有 其 他 个 体 前 提 下 ， 物 证 样品 与 比 对 样品 线粒体 DNA 标记 的 偶合 率 达 到 一 定 
的 个 体 认定 水 平 ， 可 以 认定 他 们 来 源 于 同一 个 体 。 否 则 不 能 同一 认定 ， 不 能 肯定 物证 来 源 
于 比 对 样 上 还 是 来 源 与 比 对 样品 同一 父系 如 兄弟 、 堂 兄弟 或 同一 苹 系 的 其 他 个 体 如 姐妹 、 
表 兄 妹 和 等。 线粒体 DNA 的 异 质 性 问题 ， 同 一 个 体 的 不 同 细胞 也 存在 差异 ，-- 个 碱 基 的 差 
异 不 能 排除 他 们 来 源 于 同一 母系 。 分 析 时 尽量 采用 同 - -种 细胞 ， 如 血液 上 血液 ， 毛 发 与 毛 
发 比 对 。 

由 于 癌变 ， 同 一 个 体 竟 正常 组 织 与 癌变 组 织 的 图 谱 椒 同 ， 在 STR 系统 有 人 已 发 现 使 
等 位 基因 重复 序列 减少 的 现象 ， 即 等 位 基因 变 小 。 应 避免 使 用 瘤 变 组 织 器 家 进行 DNA 分 
型 。 

注意 输血 或 骨 体 或 造血 干系 胞 移植 的 个 体 ， 和 输血 者 要 求 在 输血 9 周 后 进行 DNA 检验 ， 
骨 作 或 造血 于 系 胞 移植 的 个 体 的 血液 DNA 分 更 已 变 为 供 体 的 分 型 ， 肌 办 中 等 可 能 含有 血 
管 的 组 织 DNA， 由 于 有 血 可 能 是 供 体 和 受 体 的 混合 分 型 ， 因 此 尽量 采用 同一 种 组 织 或 细 
胞 比 对 ， 对 于 有 移植 史 的 个 体 ， 最 好 采用 其 唾液 进行 DNA 分 型 。 

中 国 是 一 个 多 民族 的 国家 ， 遗 传 标记 的 等 位 基因 频率 在 各 民族 分 布 可 能 不 同 ， 但 要 注 
意 : 在 释 解 结 时时， 嫌疑 人 的 种 族 或 民族 是 不 相关 的 。 目 前 也 不 可 能 通过 法 医 DNA 检验 
用 的 标记 来 确定 一 个 人 的 种 族 或 民族 。 选 择 物 证 图 谱 相关 群体 频率 是 受 外 部 因素 和 案情 如 
目击 证 人 陈述 或 犯罪 现场 位 置 等 影响 的 ， 当 缺乏 外 部 信息 时 ， 采 用 一 般 群 体 的 频率 来 评价 
物证 。 

个 体 识别 的 物证 经 常 为 2 个 或 多 个 来 源 DNA ARREA Em, Ein E A KHE E 
皮 细 胞 和 罪犯 的 精子 混合 物 ， 因 捕 斗 造成 受害 人 和 罪犯 两 人 出 血 ， 在 现场 留 下 受害 人 的 血 
液 与 罪犯 血液 混合 ， 使 DNA 分 型 更 加 复杂 ，-- 定 要 予以 注意 。 

混合 样品 ;有 不 同 个 体 不 同 种 类 细胞 泥 合 的 混合 样品 ， 如 女性 阴道 分 小 物 和 男性 精液 的 
混合 斑 ， 还 有 不 同 个 体 的 同一 类 细胞 如 血液 和 血液 混合 的 混合 物 。 前 者 可 以 根据 不 同 细胞 
对 细胞 裂解 性 不 同 应 用 差异 裂解 法 分 开 ， 而 后 一 种 情况 ， 得 到 的 图 谱 为 混 台 图 谱 ， 偶 合 率 
计算 和 结果 解释 不 同 于 单一 个 体 DNA 图 谱 。 如 果 为 女性 与 男性 DNA 混合 的 混合 物 ， 可 以 
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通过 Y 染色体 的 遗传 标记 进行 分 型 ， 可 以 将 男性 DNA 图 谱 变 成 为 单一 个 体 的 图 谱 ， 结 果 
变 得 简单 些 ， 如 果 男 - 男 混合 的 样品 ， 进 行 了 染色体 的 标记 分 析 ， 结 果 也 会 变 得 简单 些 ， 
男 隆 个 体 在 一 基因 座 也 只 有 一 条 带 ， 对 于 女 、 女 漫 合 的 混合 物 ， 目 前 尚 无 较为 简单 的 方 
法 。 

对 于 已 知 是 混合 样品 的 物证 ， 可 以 直接 采用 合适 的 分 型 系统 进行 分 析 ， 对 于 预先 未 知 
的 物证 ， 先 采用 常规 方法 ， 待 结果 发 现 为 混合 物 时 ， 再 采用 混合 物 适合 的 分 型 系统 ， 以 降 
低 结果 解释 的 复杂 人 性， 如 果 所 有 标记 不 能 排除 比 对 样品 ， 需 要 进行 偶合 率 〈 似 然 率 ) 的 计 
算 。 


20.4 混合 样品 分 析 


法 医 DNA 分 析 的 样品 中 有 的 可 能 是 存在 有 来 自 多 个 供 者 的 混合 物 ， 尤 其 是 性 犯罪 案 
件 中 ， 一 各 或 数 名 罪犯 的 DNA 与 受害 人 的 DNA 混合 或 数 名 罪犯 的 DNA 混合 。 通 常 在 一 个 
或 多 个 STR 基因 座 出 现 3 条 或 3 条 以 上 谱 带 ， 可 以 考虑 是 混合 物 {图 20 - 1)。 当 混合 样品 
中 的 各 个 《2 个 或 2 个 以 上 ) 样品 在 特定 的 基因 座 上 具有 相同 的 等 位 基因 ， 从 谱 带 的 数目 
E (HEHEHE) 无 法 确定 是 否 为 混合 样品 ， 用 荧光 方法 定量 检测 时 会 发 现 这 个 峰 高 或 面 
积 有 增 大 现象 (图 20 - 2)， 指 示 样 品 可 能 为 混合 样品 。 所 以 ， 定 量 的 荧光 检测 有 助 于 混合 
样品 的 检测 分 析 。 





图 20-1 混合 样品 转 谱 
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图 20-2 混合 样品 峻 面积 不 平衡 
a, BAER I: 1; b. 混合 比例 10: 1; <. RALE 20: 1 


1. 定性 分 析 

二 组 分 的 混合 样品 在 日 常 检验 中 较为 常见 。 在 分 析 二 组 分 混合 物 时 ， 在 一 个 基因 座 上 
有 四 个 等 位 基因 ， 按 相应 组 合 ， 可 有 3 对 等 位 基因 组 合 ; 同样 地 ， 在 一 个 基因 座 有 三 个 等 
EKN, TA SHAS: 有 2 个 等 位 基因 ， 可 有 4 种 可 能 的 组 合 ; 而 一 个 等 位 基因 ， 则 只 
有 一 种 可 能 ， 妈 二 个 个 体 均 为 纯 合 子 且 等 位 基因 相同 (E 20 - 4)。 


表 加 -4 二 组 分 混合 物 在 一 个 基因 座 图 谐 等 位 基因 可 能 组 合 





等 位 基因 数目 及 分 型 组 合 
四 个 等 位 基因 4、 了 ，、C、D AZB+ C/D; A/C+ B/D; A/D+ B/C; 
三 个 等 位 基因 A. B. C A/A + B/C; B/B+ A/C; C/A/C+ A/B; 


A/B + A/C; A/B+ B/C; A/C+ BC; 
二 个 等 位 基因 A. B A/B+ A/B; AZAÁ + B/B; 

AZB+ AZA; A/B+ B/B; 
一 个 等 位 基因 A AZA+ AÀ 


2. 定量 分 析 

荧光 标记 PCR 产物 可 以 准确 测定 各 等 位 基因 荧光 峰 高 、 峰 面积 ， 对 各 等 位 基因 片段 
进行 定量 分 析 。 任 一 基因 座 等 位 基因 峰 面 积 比值 与 混合 样品 内 组 分 比例 有 密切 的 相关 性 。 
单一 个 体 成 分 时 ， 杂 合子 基因 座 有 二 个 峰 ， 即 二 个 等 位 基因 ， 峰 面积 基本 接近 ; 不 局 比例 
湿 合 的 混合 样品 会 出 现 峰 面积 的 不 平衡 。 样 品 等 位 基因 峰 面 积 比值 接近 样品 混合 比例 ， 可 
以 由 峰 面积 比值 推 知 混合 比例 。 有 实验 表明 : 当 二 个 样品 混合 比例 为 10:1 时 ， 较 少 成 分 
样品 的 等 位 基因 峰 高 相当 于 主要 等 位 基因 的 “stmtter” 峰 的 峰值 ; 当 混合 比例 为 20:1 时 ， 
基本 上 检测 不 到 来 自 少量 混合 成 分 的 等 位 基因 ， 表 现 为 单一 组 分 图 谱 (图 20 -2 b,c)。 
当 确 定 为 混合 样品 时 ， 两 两 比较 ， 计 算 两 峰 峰 面积 比 ， 以 确定 各 自 可 能 的 基因 型 。 
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3, 混合 样品 STR 图 谱 的 结果 解释 程序 

实际 混合 样品 结果 分 析 程 序 可 分 为 如 下 S 个 步骤 : 

(1) 确定 是 否 为 混合 样品 

根据 得 到 的 STR 图 谱 中 出 现 的 峰 或 带 的 数 日 与 峰 面积 的 平衡 情况 勿 定 、 鉴 定 混 合 物 
的 存在 。 

单一 组 分 在 一 个 基因 座 最 多 拥有 二 条 带 或 二 个 峰 ， 二 条 带 或 峰 以 外 的 均 称 为 额外 带 或 
蜂 。 在 任何 一 个 基因 座 出 现 三 条 或 多 条 谱 带 通常 直接 表示 为 混合 STR ER. 

一 些 情 况 下 ,尤其 是 那些 相关 个 体 是 近亲 的 案件 ， 或 只 得 到 部 分 图 谱 ， 或 案件 涉及 的 
个 体 均 为 纯 人 台子 时 ， 混 合 样品 很 可 能 没有 额外 带 。 尽 管 一 个 基因 座 没 有 额外 带 ， 但 有 时 也 
可 以 从 等 位 基因 峰 面 积 不 对 称 现象 推断 出 为 混合 STR 图 谱 ， 如 Amelogenin XY 峰 的 严重 不 
平衡 ， 即 表示 可 能 为 混合 样品 。 

(2) 鉴定 混合 物 中 供 体 的 数目 

一 旦 确定 为 混合 STR 图 谱 ， 就 要 评估 混合 物 中 可 能 的 供 体 数 目 。 每 一 个 基因 座 的 等 位 
基因 数目 及 他 们 的 相 奇 比例 是 十 分 有 用 的 参数 。 二 个 杂 合 子 个 体 的 最 大 等 位 基因 数目 为 4, 
在 一 个 基因 座 出 现 5 或 6 个 等 位 基因 则 表明 有 三 个 或 三 个 以 上 供 体 存在 。 根 据 经 验 ， 在 办 案 
中 经 常 遇 到 的 是 二 个 个 体 混合 的 混合 物 ， 有 了 时 也 会 吉 到 三 个 个 体 混 合 的 ， 应 予 注意 。 

(3) 确定 汇合 样品 中 各 混合 组 分 的 大 约 比 例 

对 子 荧光 检测 系统 ， 计 算 各 峰 面积 之 比 ， 确 定 混 人 台 组 分 的 可 能 比例 。 

(4) 桶 定 混合 样 闻 中 各 组 分 可 能 的 等 位 基因 对 

综合 整个 STR 图 谱 分 析 结 果 ， 确定 混合 组 分 比例 ， 重 新 确定 分 出 等 位 基因 对 。 在 实 
际 应 用 中 ， 有 时 分 析 人 员 已 知 其 中 一 组 分 等 位 基因 型 是 来 自 被 害 人 ， 那 么 根据 已 知 等 位 基 
因 型 在 瀑 合 图 谱 中 比 对 时 将 其 减 去 ， 留 下 的 则 为 另 一 组 分 的 等 位 基因 型 。 

(5) 比较 混合 样品 可 能 组 分 组 合 图 谱 与 来 自 比 对 样品 的 图 谱 

根据 所 推断 的 混 人 台 组 分 的 等 位 基因 型 ， 与 嫌疑 人 的 等 位 基因 型 比 对 ， 如 果 在 所 有 的 基 
因 座 上 都 一 致 ， 那 么 此 人 就 不 可 能 被 排除 为 混合 班 痕 一 组 分 的 可 能 供 体 ， 芝 一 嫌疑 人 的 等 
位 基因 型 与 混合 样品 中 另 一 组 分 等 位 基因 型 〈 即 剩 下 的 等 位 基因 型 ) 匹配 ， 则 不 能 排除 此 
二 个 嫌疑 人 为 混合 样品 中 DNA 的 供 体 ， 计 算 似 然 比 率 ， 确 定 现场 样品 是 否 来 源 于 他 们 ， 

4. WREE (LR) 的 计算 

混合 样品 LR 的 计算 有 以 下 5 个 步 又 : 

(1) 明确 控 方 和 辩护 方 的 假设 ， 即 Hp 和 Hd 含义 ; 

(2) 在 Hp 下 ,计算 Pr (物证 1Hp); 

(3) 在 Ha 下， 列 出 案犯 可 能 的 基因 型 与 频率 ， 计 算 Pr (物证 1Hd) 


、 _ Pr (物证 1Hp) 
(4) 计算 LR = pr AEH) 


(5) 计算 多 个 独立 分 析 基 因 座 或 标记 的 总 LR, 

总 LR= ÎLRi 

AE LRi 表示 某 一 个 基因 座 的 LR, n 为 总 基因 座 或 标记 数 。 

根据 案件 性 质 、 样 品 混 合 组 分 组 成 ， 二 组 分 混合 样品 可 分 为 三 种 情况 (1) ARF 
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人 和 嫌疑 人 的 混合 物 ; (2) 来 自 嫌疑 人 和 另 一 未 知 个 体 的 混合 物 ; G) 来 自 于 二 个 嫌疑 人 
的 混合 物 。 三 种 混合 物 的 LR 计算 方法 不 同 ， 下 面 将 分 别 介绍 。 

(1) 来 自 于 受害 人 和 嫌疑 人 的 混合 物 

Hp 表示 混合 璇 为 受害 人 和 嫌疑 人 所 留 。 

Hd 表示 混合 商 为 受害 人 和 人 群 中 随机 一 个 体 所 留 。 


IR- Pr 《物证 1Hp) 
Pr (iE iHd) 


那么 似 然 比 率 含义 是 混合 现 为 受害 人 和 该 嫌疑 人 所 留 的 假设 与 混合 族 为 受 宕 人 和 人 群 
中 随机 个 体 所 馈 的 假设 比值 。 
iR- Ë (M, V, SIHp) _P MIY, S, Hp), P (V, SIHp) _P (MIV, S, Hd) 
P (M, V, SIHd) P (MIV, S, Hd) `P (V, SIHd) `P (MIV, S, Hd) 
AP MM，V、S 分 别 表示 混合 物 ， 受 害 人 和 嫌疑 人 人 基因 型 

ORS DNA 样品 为 四 等 位 基因 Al1、A2、A3、A4， 受 害 人 基因 型 为 A3、&A4， 嫌 疑 人 
为 A1 ，A2 《如 图 20 -3)。 











图 20-3 混合 物 受 害 人 和 嫌疑 人 的 基因 型 
# Hp F, P (MIV, S, Hp) =1; 
在 Hd F, 案犯 5 基因 型 (Gs) 为 AA, MAH 2PP, P (MIV, S, Hd) =2PIP:; 
P (MIV, S, Hp) 1 





LR= MiV, S, Hd)” 2P P, 


例如 RG 机 的 基因 型 为 C, = 14, 15, 17, 18, ZZA G, = 15, 18, 嫌疑 上 G. = 
17, Pia = 0.033, pi = 0.239, 


ÉE 





LR = 3.4 


1 
2P P, 2 x 0.033 x 0.239 ° Š 
DZA (Al. Az. As) 
三 等 位 基因 有 以 下 二 种 情况 : 
1) 受害 人 为 纯 合 子 , 即 Gu= A. A. As, G,= As, G,= AYA. (E 20- 4a) 





图 20-4 混合 物 受 害 人 和 嫌疑 人 的 基因 型 


# Hp F, P (MiV, S, Hp) =1 
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在 Hd F, Gs= AA; 
LR = 1⁄ (2 PP,) 
2) 受害 人 为 杂 合 子 , B G = AA, G.= A, (图 20-4b) 
在 Hp 下 , P (MIY, Š, Hp) =1 
在 H4a 下 ， 案 犯 基因 型 可 能 是 AA, AA A,A, 
P (MIV, S, Hd) =2P,P, + 2P,P, + P ° 
I 
LR = pp, + 2P P, + P 
全 混合 物 为 二 等 位 基因 Al. A2 
1) 受害 人 为 杂 合 子 (图 20 - 5a) 








图 20-5 混合 物 受 害 人 和 嫌疑 人 的 基因 型 


f Hp F. P (MIV, 5, Hp) =l; 
在 Hi 下 ,案犯 5 为 基因 型 (G) X AA. A Ar. Az A. MEA Op P. P? Pr, P 
(MIV, S, Hd) =2P,P, + Pi2+ p; 
_ P (MIY, $, Hp) 1 
P (MIV, S, Hd) 2P,P,+ P,?+ PX; 
2) 爱 害 人 为 纯 合 子 ， 基 因 型 为 A,A, (ËH 20 - 5b) 
# Hp F, P (MIV, S, Hp) =1; 
在 Hd 下， 案犯 $ 为 基因 型 (G) X AA A A, MEH 2P P, P’, 
P (MIV, S, Hd) =2P,P, + P,2; 
P (MIV, S, Hp) _ l 
P (MIV, S, Hd) 2P P, + P? 
受害 人 和 嫌疑 人 组 成 的 混合 物 LR 计算 总 结 如 表 20 -5 所 示 。 


表 20-5 来 自 于 受害 人 和 嫌疑 人 混合 物 





LR 





LR = 








ren TZEA BREA 3300 68381 gI P (分 子 ) P (MIY, 5, Hd LR 
AjArA A, AsA,. AA AlAs 1 2P P; 1 (2P,P,) 
AAAs AzA Ar AA Ada Arh 1 2P,P. + 2P P+PP 17 (2P,P, + 2P,P, + P, P2) 
Ás A A; A As 1 2P,P. 1⁄ (2p.P,) 
AJA; AA; AA Ada, AA AzA; 1 2P, P; + P, P: + Pe? 1⁄ (P + P.) 
A.A; Á, A,A... Añ. AA; 1 2P P, + P + P, I7 (P, + P,)° 
À, A, À, A IA. ÅA 1 2P P, + P 17 (2P P, + p.) 
À, À; A.A. AÁ 1 2P P. + 下 1⁄ (2P (P, + Py) 
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(2) 嫌疑 人 和 未 知 个 体 混 合 
Hp 表示 混合 斑 来 自 于 嫌疑 人 和 另 一 末 知 人 Cs; 
Hd APRA TOTINI Ci 和 C, 
x LR=P, (MIS, Hp) / P, (MIS, Hd) 
P, (MIS, Hd) = EP, (MIS, C, H.) P, (C,IS, Hp) 


I= 


1=1 1 
P, (MIS, Hd) = DY P. (M! C, G;, Hd), P, (CG, GIHd) = 2¿22P, (MI G, G, 
j 


J 


Hd) 
> P, (CIS, Hp) 
R= SSP, (C, GHA) 


TRESANA A. Az. As. Aí, G.= AA (图 20-6) 





# Hp F, 9S% AA, W CH AA, P, (MIS, Hp) =1  x2P,P, =2P,P, ; 
# Hd F, C, 和 避 均 有 以 下 6 种 组 合 基因 型 { 表 20-6)。 








Bi20-6 混合 牧 、 嫌 疑 人 基因 型 


表 20-6 CUG TEAL P, (Co C1Hd) 








Ü, Ca P, (G, C 1Ha) 
AA; MA, I x 2P.P, x 2P,P, 
A,A, AA, 2P,P; x 2P, P, 
Añ, Ay As 2P,P, x 2P,P, 
AAs Aj Ay 2P,P, x 2P P, 
AAs AAs 2P;P, x 2P, P; 
AA A Az 2P,P, x 2P, P 


P. (MIS, Hd) = 2 >P, (M! Gis Ci, Hd) = 24 P.P, P.P, 
t ) 
_ 2P, Ps _ 1 
LR = 24 P P, PP, 12 P,P; 
四 混合 物 为 三 等 位 基因 A, A M A 
三 等 位 基因 混合 物 有 一 种 情况 : 
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O RASERET AA (如 图 20 -7) 





M 


在 Hp F, CAr=#hn] EMAA A A, AAs. AA; 


S 





图 20-7 混合 物 、 媒 疑 人 基因 型 - 


pr (MIS, Hp) =2 PP, +2B P; + P; 


在 Hd 下， 二 随机 个 体 有 基因 型 及 概率 如 表 20-7, 


表 20-7 ORGHAN, HE 











Cı G p, (Ci, C IHd} €, G P, (C, CLHd) 

A A; I AAs 2P, P, x 2P,P, A,A; A.A; 2P, P, x 2P, P, 
A. As 2P,P> x 2P;P, A.A. A.A, 2P,P; x 2P, P, 
A,A, 2P P. x Ps A.A. 2P.P. x P,° 

A,A. A,A. 2P, P, x 2P P, AJA EW P? x 2P, Pa 
A; As 2P,P, x 2P;P, AA, ETES P? x 2P, P, 
A. À; 2P P; x 2P,? AzA; A.A; P; x 2P, P, 





P, (MIS, Hd) =X DP, P, (MI G, CG, Hd) = 12 PiP, Ps (P, + P> + P;) 
1 j 


LR 


2P, + 2P, + P; 





= 12 P.P.P, (P, + P, + Px) ` 12P, P, (P, + P; +P) 


2) 嫌疑 人 为 纯 合 子 AA (Fd 20-8) 





图 20-8 


RSH. WE EAN 


在 Hp 于 ,CC 有 一 种 基因 型 AA, P, (MIS, Hd) =2P,P, 


在 Hg 下， 二 随机 个 体 基因 型 及 概率 同 嫌疑 人 杂 人 台子 的 情况 


Pr (MIS, Hd) =12P,P; P, (P, + P, + P.) 


LR 


1 





"42 P P. P, (P, +P, +P,) 6P, (P, + P, +P) 
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名 混合 斑 为 二 等 位 基因 
1) HAARAF AA, (E 20-9) 
在 Hp 下 ,基因 型 可 能 为 AAs, AA 和 A.A 
P. (MIS, Hp) =2 PiP, +P? +P? 
在 Ha 下， 二 随机 个 体 基 因 型 、 概 率 如 表 20 - 8。 
表 20-8 C Mc 可 能 基因 型 P. (C, C. IHd) 





C Ca P, (C, C, | Hd} 

A,A, AA, i 2P, P, x p7 E 
A As 2P,P, x 2 P.P. 
A,A, 2P P, x P? 

A.A. AA P,” x 2P P; 
AAs P;2 x P;` 

AA. 7 Aí A; Ps: x 2P P, 
AJA) P x P? 


P, (MIS, Hp) =2 P; Py + 4P? P, +2 P.P; + 2 P? P, + PhP + 2 PP + PP? 
=2 PP, (3P P, +2 P7 +2 P) 

| 2P.P, + P + P; 

2 P P, (3P P, + 2 P+2 P’) 





LR 





图 20-9 混合 物 媒 疑 人 和 未 知 个 体 的 基因 型 


2) 嫌疑 人 为 纯 合 子 AA 
# Hp F, SA AA, C 基因 型 可 能 为 AA， AA, P, (MIS, Hp) =2PP+ P.2 
在 Hd 下 ,二 随机 个 体 基因 型 ， 概 率 及 同 杂 合子 个 体 ， 
P, (MIS, Hp) =2P,P, (3P,P, +2 P +2 p.) 
IR- 2Pi+P, 
2 P. (3P P, +2 P*:+2 Pr) 
表 20 -9 为 来 自 于 嫌疑 人 和 另 一 未 知 个 体 的 混合 样品 的 LR 计算 简 表 。 
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表 20-9 混合 样品 来 自 于 嫌疑 人 和 另 一 未 知 个 体 的 LR 





EaR 嫌疑 人 





EEN ZAN RA E EAN LR 

A A.A Aa AM A,A; 1⁄ (2P,P,) 

A A; A; A A; A Ags AzAí, A; Az (2P, + 2P + P.) 7 [12P,P; (P, +26 + Dh)) 
AAJ Á, Á, 17 [6P, (P, + P, + P.) ; 

AA. A,A. AA Ås, AsÀa (2P P, + P? + P7) Z 12 P.P, (3P P, + 2P? +2P2) ` 
ÀA AA. AA; (2P, + P.) Z [2P, (3P P, + 2P + 2P,*), 





G) 混合 次 为 二 个 嫌疑 人 

Hp 家 示 漫 合 斑 为 来 自 于 二 嫌疑 人 S 和 $5,。 不 论 何 种 基因 型 ，P, (MISS, Hp) =1; 

Hd 表示 混合 斑 来 自 于 未 知 的 二 随机 个 体 C, 和 C,. P, (MISS, Hp) 与 来 自 于 嫌疑 人 
与 末 知 个 体 的 混合 物 包含 相应 等 位 基因 的 Pr (MISS Hp) 相同 。 

人 旨 四 等 位 基因 M= A. An An A, WEA 5 = AAs S,= AAs 

在 Hp F. P, (MISS, Hp) = Í 

É Hd F, P, (MISS, Hd) 同 来 自己 知 一 嫌疑 人 和 林 知 个 体 的 四 等 位 基因 混合 物 ， 
BI Pr (MiS,S,, Hd) =24 P P, PaP, 
AFE, 
四 二 等 位 基因 


LR = 


不 论 二 嫌疑 人 基因 型 是 纯 人 台子 还 是 杂 合 子 (图 20 - Ia，b)，LR 计算 相同 





图 20-10 混合 物 、 二 嫌疑 人 基 央 型 


É Hp F. P, (MISS, Hp) =1 
在 Hd4 下 ， 二 未 知 随机 个 体 基 因 型 ， 概 率 与 来 自 一 嫌疑 人 与 未 知 随机 个 体 混 合 物 情况 
HI, P, (MiSS, Hd) =12 PP P, (P, + P, + P.) 
` 12 P.P, P3 T + P, + P.) 
DFEN 
二 等 位 基因 混合 物 基因 型 如 图 20-~ lla, b, c 上 所 示 ， 二 种 情况 的 LR 计算 相同 。 





LR 


第 二 十 章 ”个体 识别 421 








图 20-11 混合 物 、 二 嫌疑 人 基因 型 


在 Hp 下， 三 种 情况 P, (MISIS, Hp) =1 
在 Hd 下 ， 二 个 未 知 随机 个 体 基 因 型 、 概 率 p (MISS. Hd) 与 来 自 于 一 嫌疑 人 与 六 
一 未 知 个 体 和 混合 物 的 相同 。 
P, (MIS,S,, Hd) =2 P,P, (3 P.P, +2P + 2P;2) 
1 
LR= yp B, (3 P.P, + 2P,2 + 2P.2) 
表 20- 10 为 混合 样品 来 自 于 2 个 嫌疑 人 的 ER 计算 。 
表 20-10 混和 台 样 品 来 自 于 二 个 嫌疑 人 的 18 











混合 斑 基 因 型 LR 

Al. A2, A3, A4 I 1⁄ (24 PiP, P,P,) I 
Al、A2、A3 1⁄ "12 P,P, P, (P, + P, + P,)] 

Al. A2 17 72 Pb, (3 PB +2P2 + 2) 





(4) nn 个 独立 遗传 的 基因 座 或 标记 的 总 LR 
n 个 独立 遗传 的 基因 产 或 标记 的 LR 值 的 乘积 即 系统 的 总 LR 


Ë LR = IL LR, 
i 代表 分 析 的 某 一 个 基因 座 n 为 系统 分 析 的 基因 座 或 遗传 标记 数 。 
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第 一 十 一 章 “” 亲 于 鉴定 


21.1 概述 


21.1.1 亲子 鉴定 案件 

亲子 鉴定 是 法 医 DNA 分 析 应 用 的 另 一 个 领域 。DNA 是 遗传 物质 ， 稳 定 地 从 亲 代 传递 
给 子 代 ， 通 过 DNA 检验 确定 假设 的 父母 与 子女 之 间 是 否 存 在 亲 牛 血缘 关系 或 假设 个 体 与 
待 检验 的 个 体 或 物证 之 间 是 否 存在 亲缘 关系 ， 可 以 进行 亲子 鉴定 或 亲 权 鉴定 。 随 着 技术 与 
经 济 发 展 ， 越 米 越 多 的 案件 涉及 到 亲子 鉴定 ， 亲 子 鉴 定 的 案件 大 致 有 ， 

(1) 式 夫 怀疑 孩子 非 末 生 。 

(2) 非 婚 生育 ， 男 方 怀疑 该 于 医 亲 生 或 女方 想 摘 清 护 子 的 生父 究竟 是 谁 。 

(3) 强奸 敏 孚 ， 女 方 指控 基 男 为 孩子 生父 等 。 

(4) AE, BR, AEM, EPO, 

(5) 怀疑 产房 或 育 婴 室 调 错 婴 儿 。 

(6) 计划 生育 确认 护 子 是 否 为 该 对 夫妇 所 起 生成 领养 。 

(7) 被 拐骗 儿童 成 失散 家 庭 成 员 的 确认 。 

(8) 尸体 (rR, PUN F) 身份 (PR) 确定 。 

(9) 需 确定 现场 物证 或 犯罪 嫌疑 人 衣服 或 家 里 手迹 是 否 为 受害 人 所 留 ， 但 受害 人 
DNA 已 被 销毁 ， 无 法 得 到 ; 或 如 进行 章 奸 案件 中 精 斑 同一 认定 ,但 嫌疑 人 在 逃 ， 通 过 亲 
子 鉴定 确认 精 二 是 否 为 嫌疑 人 所 留 。 

上 述 (1) ~ G) 中 情况 是 标准 的 三 联 体 亲子 鉴定 : 参加 的 个 体 为 母 、 子 与 假设 父 ， 
切 子 关系 已 经 确定 无 疑 ， 要 求 鉴定 假设 父 与 孩子 之 间 的 亲子 关系 ; HA 6 种 情况 涉及 可 疑 
父亲 、 和 母亲 双方 的 确定 。 

母 - 子 【儿子 或 女儿 , FE) - 男 三 方 均 参 加 检验 的 情况 称 为 一 联 体 (triplet)， 这 样 
的 鉴定 为 双亲 检验 。 真 实 存在 的 母 - 子 - 父 关 系 的 三 联 体 ， 称 为 真 三 联 体 ， 不 存在 母 - T 
- 父 关 系 的 三 联 体 ， 称 之 为 假 三 联 体 。 其 中 被 检验 的 男子 称 为 假设 父亲 或 被 告 父亲 lal- 
leged father)。 如 果 父 母 均 需要 确定 的 ， 则 称 被 检验 的 某 男 、 某 女 为 假设 父亲 和 假设 母亲 ， 
亦 属于 双亲 检验 。 当 受 检 者 仅 为 假设 父 或 假设 母 和 护 子 二 方 时 ， 称 之 为 二 联 体 biplet)， 
这 种 只 有 父母 一 方 的 二 联 体 的 亲子 鉴定 称 为 单亲 检验 。 上 反 转 亲子 鉴定 是 指 父母 已 确定 ， 检 
验 孩 子 是 否 为 他 们 亲生 的 亲子 鉴定 ， 主 可见 于 失踪 者 (活体 、 厂 体 ) 的 身份 确定 。 

亲子 鉴定 最 早 的 应 用 对 象 是 有 争议 的 父母 与 子女 之 间 的 血缘 关系 的 确定 ， 随 着 越 来 越 
多 的 遗传 标记 系统 的 开发 和 应 用 ,被 检测 的 对 象 已 不 背后 限于 父母 与 子女 两 代 之 间 的 个 
体 ， 对 同胞 、 隔 代 、 甚 到 旁 系 个 体 间 是 洛 存 在 亲缘 关系 也 有 可 能 进行 相应 的 鉴定 。 如 某 种 
原因 【如 死亡 )， 被 假设 的 父亲 不 能 参加 检验 ， 而 由 假设 父 的 亲属 参加 检验 。 或 者 父 或 “和 
母 已 亡 ， 或 因 某 种 麻 因 不 能 参加 检验 ， 要 求 进 行 隔 代 、 同 胞 或 报 侄 、 姨 曙 等 旁 系 人 员 间 的 
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亲 权 鉴定 。 选 拌 合适 的 标记 可 以 进行 上 述 鉴 定 。 

21.1.2 亲子 奖 定 应 用 的 遗传 标记 f 

应 用 于 亲子 鉴定 的 DNA 遗传 标记 系统 很 多 ， 按 遗传 方式 可 归纳 分 为 4 类 : 

1. 常 染色 体 圭 基因 座 或 遗传 标记 ， 按 天 德尔 遗传 规律 传递 ; 

2. 线粒体 DNA 非 编 码 区 的 多 态 性 。 按 母系 遗传 方式 传递 ， 可 以 确定 愉 验 样品 是 省 来 
自 于 同一 母系 ， 适 用 于 那些 父亲 不 能 参加 鉴定 的 母子 问 的 单亲 鉴定 或 同胞 之 间 的 或 隔 代 或 
旁 系 亲缘 关系 鉴定 ， 如 上 骨 结 合 按 备 德尔 遗传 的 遗传 标记 检验 ， 可 以 正确 确定 样品 间 的 亲 乡 
关系 ; 

3.Y -染色 体 上 基因 座 或 站 传 标记 。 按 父系 遗传 方式 传递 ， 可 以 人 确定 检验 样 癌 有 是否 米 
自 于 同一 父系 ,适用 于 那些 母亲 不 能 参加 鉴定 的 父子 间 的 单亲 鉴定 或 男性 同胞 之 间或 隔 代 
或 旁 系 的 亲缘 关系 鉴定 ， 如 再 结合 按 熏 德尔 遗传 的 遗传 标记 检验 ， 可 以 正确 确定 样品 间 的 
亲缘 关系 ; 

4.X - 染色 体 上 基因 座 或 遗传 标记 。 由 于 遗传 前 定向 性 ， 它 适合 三 联 体 的 亲子 监 定 战 
除 父 子 关 系 外 的 其 他 单亲 的 亲缘 鉴定 。 

21.1.3 亲子 鉴定 原理 

据 孟 德尔 遗传 的 分 离 和 自由 组 侣 定律 ， 亲 代 些 因 型 决定 子 代 基 因 型 ， 他 们 之 间 基 因 型 
关系 如 表 21 - 1。 存 没有 基因 突变 、 分 型 错误 的 前 提 下 : 加 孩子 的 一 对 等 位 基因 必定 是 一 
个 来 自 父 亲 ， 一 个 来 自 母 亲 ， 名 孩子 不 呈 能 带 有 双亲 上 均 没 有 的 等 位 基因 。 这 两 点 是 亲子 鉴 
定 的 基本 原理 。 也 就 是 说 ， 在 肯定 孩子 的 某 个 等 位 基因 为 生父 基因 ， 而 假设 父 并 不 带 此 等 
位 基因 时 ， 可 排除 他 为 孩子 的 生父 ; 在 肯定 孩子 的 革 个 等 位 基因 来 自 于 其 父亲 ， 而 很 设 父 
也 带 有 此 等 位 基因 时 ， 不 能 排除 他 为 孩子 的 生父 。 对 于 父系 遗传 的 染色体 的 标记 ， 子 
代 的 分 型 必定 与 玄 亲 的 相同 ， 而 且 同 一 父系 的 所 有 个 体 的 分 型 一 致 。 和 母系 遗传 的 线粒体 
DNA， 子 代 的 分 型 与 母亲 的 分 型 一 致 ， 并 且 同 一 峡 桑 的 折 有 个 体 的 分 型 一 但。 仅 根 据 上 上 述 
遗传 定律 假设 父 与 孩子 之 间 在 一 个 遗传 标记 上 不 符合 遗传 规 律 可 以 排除 其 父子 关系 ， HIH 
于 突变 的 存在 ， 一 个 基 革 座 不 符合 遗传 规律 ， 可 能 是 由 突变 造成 的 ， 而 且 有 文献 已 报道 在 
真实 的 家 系 中 存在 两 个 遗传 标记 的 突变 ， 因 此 一 个 遗传 标记 的 不 符 不 能 否定 其 亲子 关系 ， 
要 求 在 2 个 以 上 不 同 基 因 座 同时 不 符 才 能 否定 其 亲子 关系 。 

表 21-1 亲民 与 子 代 基 因 型 关系 















































亲 代 基因 型 组 人 台 TREAN {机 会 ) 
ú aa x aa aa (1) 7 7 
aa x bb ab (1) 
ab x cd ac (1⁄4) , aq (1⁄4) , be (1⁄4) , bd (1⁄4) 
na x be ab (1⁄2) , ac (1⁄2) 
ab x ab aa (1⁄4) , bb (1⁄4) , ab (1⁄2) 
aax sb aa (1⁄2) , ab (1⁄2) 
ab x ac aa (1⁄4) , ae (1⁄4) , bc (1⁄4) , ab (1⁄4) 


wa, b, c, d RER — $E N BE fu E 3 FB 3545 368 84 
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21.2 非 父 排除 概率 与 亲 权 指数 


21.2.1 非 父 排除 概率 

各 种 遗传 标记 的 多 态 性 程 扮 不同， 鉴别 能 力 有 所 差异 ， 可 以 用 非 父 排除 概率 (proba- 
bility of excluding paternity, PEP) 或 排除 概率 《exclusion probability, EP) 表示 其 在 亲子 鉴定 
中 的 鉴定 能 力 。 非 父 排 除 概率 又 称 父 权 排 除 概率 (excluding probability of patemity, EPP) 指 
的 是 ， 通 过 检测 某 一 个 遗传 标记 系统 ,能 将 不 是 生父 的 假设 父亲 排除 的 机 会 ， 它 是 衡量 一 
个 遗传 标记 排除 非 父 能 力 的 一 个 客观 标准 ， 表 示 在 所 有 非 父 被 控 为 生父 的 男子 中 ， 用 该 标 
记 否 定 父 权 有 多 太 的 可 能 性 。 非 父 排除 概率 大 小 与 该 标记 的 遗传 方法 、 等 位 基因 数 及 其 在 
人 群 中 的 等 位 基因 频率 有 关 。 不 同 遗 传 方式 ，EP 计算 不 同 。 

1. 离散 型 等 位 基因 系统 : 如 小 卫星 YNTR 基因 座 、 微 卫星 YNTR 林 因 座 、 单 基因 座 
VNTR 纹 印 等 

(1) 双亲 检验 母子 关系 已 确定 时 ， 排 除 概 率 公 式 为 : 


EP = Sp: Q- p)? (1- pi + p?) +> Spa, (pi + pi) (1 - pi = pi) 
EP= Sp, -p T 2 (pp) (4-3p = 3p) 
式 中 a HERRAR, p. p 分 别 为 第 ; Bj 个 基因 频率 。 


近似 计算 公式 : EP = h: (1- 2hH2) 

AP: HAWSER, h ALATE, H+h=l 

(2) 单亲 鉴定 非 父 排除 概率 计算 公式 为 ; 

l EP = Èp? (1 - pJ)" + > 52r, (1 — p; — p;)° 

2 染色 体 址 传 标记 系统 : 

EP =p, (1 — p) =1- 5p 

式 中 为 基因 座 的 等 位 基因 数 ，p, 为 各 等 位 基因 频率 。 

3. 芋 染色体 遗 传 标记 系统 : 由 于 庆 染 色 体 的 遗传 持 点 ， 交 爽 可 以 否定 父 权 或 母 权 ， 
BARET ERR. 

(1) 母 女 关系 肯定 时 ， 非 父 排除 概率 为 : 


EP=1- Bp? + Xpt- (Dp) 


或 
EP = 1 - Xp? (1 - pi) +25 Xpo; (1! -— p,- p) 
(2) 单亲 鉴定 时 ， 
四 去 孩 与 非 父 的 排除 概率 为 : 


nt azl n. 
EP = Zp: (1 - pi) (1 - p; + p?) +Z pp (p tp) O- pi- p) 
i= 1=1 icr+ 


第 二 十 一 章 。” 末 子 鉴定 425 





EP =1- 22292 + Èp? 
@ c SP dEBR0J EBR IKSETP S “ [n] j s [K 3 Dd H # 2 BJ) 85 28 k a ç 
多 男孩 与 非 母 的 排除 概率 为 

EP = Èp (1 -pY 

4. 累积 非 父 排除 概率 

亲子 鉴定 一 般 使 用 多 个 遗传 标记 系统 ,因此 求 得 每 个 系统 的 排除 概率 后 尚 需 求 得 累积 
非 父 排除 概率 。 多 个 互相 独立 的 DNA 标记 系统 的 累积 非 父 排除 概率 (cumulative chance nf 
exclusion, CCE) 为 : 

CCE =1- [1 (1- EPI) 

AF n 为 遗传 标记 数 EPi 为 第 i 系统 的 非 父 排除 概率 

从 上 式 中 看 出 ， 检 测 遗 传 标 记 趣 密 ， 标 积 排除 概率 越 高 ， 但 当 CCE 接近 1 时 ,增加 
检测 项 目 ，CCE 值 增加 不 明显 ， 即 CCE 的 增加 渐 趋 平稳 。 

对 于 连锁 系统 的 遗传 标记 ， 它 们 的 累积 非 父 排除 率 不 是 各 个 遗传 标记 的 乘积 ， 而 是 按 
其 组 成 的 单 售 型 频率 计算 非 父 排除 概率 。 

非 父 排除 概率 反映 了 茜 个 DNA 标记 系统 在 亲子 鉴定 中 排除 父 权能 力 的 大 小 ， 是 选择 
亲子 鉴定 遗传 标记 的 依据 和 衡量 从 事 亲 子 鉴定 实验 室 的 质量 控制 标准 之 一 。 表 21 -2 为 日 
前 常用 13 个 STR 基因 座 的 非 父 排除 率 。 累 积 非 父 排除 概率 越 高 ， 排 除非 父 的 机 会 亦 越 高 ， 
车 假设 父 不 被 排除 ， 肯 定 其 为 生父 的 机 会 也 越 高 。 为 了 最 大 限度 排除 非 父 ， 提 高 排除 假设 
父 的 效率 ， 选 择 排除 概率 高 的 遗传 标记 系统 和 选用 更 多 的 遗传 标记 是 十 分 必要 的 。 

表 21-2 中 国 汉族 群体 13 个 STR 基因 座 的 非 父 排除 概率 及 提 积 非 父 排除 概率 





基因 座 非 作 排除 概率 累积 非 父 排除 概率 
TPOX 030 0.302 
D3S1358 0.510 0.65798 
FGA 0.635 0.8751627 
D55819 0.683 0.9604266 
CSFIPO 0.413 0.9767705 
D75820 0.445 0.9871077 
D8S1179 0.685 0.995939 
THOL 0.326 0.9972629 
VWA 0.540 0.9987684 
D135317 0.593 0.9994988 
D16S539 0.409 0.9997489 
D18851 0.667 0.9999164 
D21811 0.667 0.9999722 


21.2.2 父 权 指数 
遗传 标记 不 能 排除 鉴定 样品 间 的 亲缘 关系 时 ， 和 需要 评价 假设 父 与 孩子 有 亲生 关系 可 能 
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性 大 小 【 即 亲 权 机 会 )， 以 判定 是 理 亲 生 关 系 。 常 用 评价 亲 权 机 会 的 指标 有 父 权 指数 
(PD. BRER (LR) 和 父 权 相对 机 会 等 。 

人 发 权 指 数 (paternity index, PD 又 称 亲 子 关 系 指数 ， 是 指 假 设 父 提供 生父 基因 的 可 能 
E OO 与 随机 男子 提供 生父 基因 的 可 能 性 〈Y) 的 比值 ， 表 示 假 设 父 为 孩子 咎 父 比 随机 男 
子 为 护 半 生父 的 可 能 性 大 多 少 信 ， 即 Pl = X/Y。 

假设 父 为 生父 的 机 会 : 

和 = 2 和 母 提 供 生 母 基 码 概 率 (f) x 假设 父 提 殿 生父 基因 概率 (c) = fxe 

随机 男子 为 生父 的 机 会 : 

Y= 沁 母 提供 生母 基因 概率 (f) x 随机 男子 提供 生父 基因 概率 (p) = Yfxp 

因此 





Dl p 为 人 群 中 该 基因 频率 


pl 值 越 大 ， 表 示 真 三 联 的 可 能 性 大 ，PI 值 越 小 ， 表 示 假 三 联 的 可 能 性 大 。 
k 个 独立 遗传 标记 联合 的 PI 为 各 个 标记 的 乘积 PI， 即 
PI = ll PI; 

k 为 测定 系统 数 ，BH 为 各 个 系统 的 PU 值 。 

21.2.3 似 然 比率 

似 然 比 率 (likelihood ratio，LR) 是 另 一 个 用 于 评价 亲子 关系 的 和 名词 ， 以 分 型 结果 不 志 
反 遗 传 规律 作为 条 件 ， 假 设 父 是 孩子 生父 的 事件 概率 与 一 个 随机 男人 是 孩子 生父 的 事件 概 
率 之 比 为 似 然 比 。 父 权 指 数 与 似 然 比 是 同一 概念 ， 只 是 表达 方式 上 有 所 区 别 ， 他 们 包含 了 
确定 亲子 关系 的 所 有 信息 ， 是 一 项 重要 的 亲子 关系 参数 。 

Hp: 假定 父 为 孩子 的 生父 

Hd: 人 群 中 随机 男子 为 孩子 的 生父 


PLE| H) P( Ge, Gu: Gart Hp, D _ P{ Ay! Gu) PilApl Gir, Hp) 
T PLEI Hd) PIG Gus Garl Hd, D P(Ayl Gu, Hd) PÈ Apl Gir, Hd) 
- P(AF)P(M)P(CIM,AF=F) = Z pl 

P(AF P(M)P(CI IM) 

式 中 Gc，Ghn，CGns 分 别 代 表 孩 子 、 和 母亲 和 假设 父 的 基因 型 ,1 可 以 省 略 。 

21.2.4 父 权 概率 

父 权 概率 ( probability of paternity ) 义 称 父 权 肯定 机 率 或 亲子 关系 概率 ， 以 现 表 示 。 

以 X 表示 给 定 群体 中 母 - 子 -假设 父 真 三 联 的 机 会 ，Y 表示 假 三 联 的 机 会 。 根 据 非 遗 
传 学 证 据 估计 的 假设 父 是 孩子 生父 的 概率 称 为 前 梳 率 《prior probability of patemity) ， 以 P, 
表示 ， 则 1- 乌 为 非 遗 传 学 证 据 估计 的 假设 父 不 是 孩子 生父 的 概率 。 

P, X __ (PIL x Po) 

PIX + (1- P Y Pix Pa + (1- Po) 
当 Po =0.5 Pf, MIRR EIEH AB E E k Y. DER A EEA Ra, PM 











F 
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为 了 避免 人 人为 的 估计 因素 影响 亲子 鉴定 ， 一般 将 p. EN 0.5. 


21.2.5 PI 计算 方法 
OREH- 子 组 合 ， 确 定 来 自 母亲 的 基因 (FER) 和 必定 来 自 父 亲 的 基因 CEE 





基因 )。 





多 计算 母亲 提供 生 众 基因 概率 (D) 和 假设 父 提 供 生 父 基因 概率 (c). 
号 计 算 假设 父 成 为 生父 的 机 会 : x= fxe 
中 计算 随机 男子 成 为 生父 的 机 会 : y= fx q. 随机 男子 提供 生父 基因 概率 (q) 为 人 








为 0 





亲子 鉴定 类 型 或 遗传 标记 系统 不 同 ，PI 或 LR 计算 方法 有 所 不 同 ， 

1. 三 联 体 亲子 鉴定 

C) 母亲 肯定 情况 下 ， 经 典 三 联 体 

母亲 为 杂 会 于 AB 时， 母亲 有 二 个 等 位 基因 A. B 可 提供 ， 母 亲 传 递 生 他 基因 的 概率 
.5， 郑 台子 时 只 有 一 种 等 位 基 央 可 提供 ， 弛 亲人 传递 牛 母 基因 的 往 率 为 !， 同 样 ， 假 设 





父 为 杖 合子 时 彼 设 父 传 递 生父 概率 为 0.5， 纯 合子 传递 生父 概率 为 1。 随 机 男子 传递 概率 
为 该 和 牛 父 基因 在 人 群 中 的 频率 。 表 21 -3 为 PL 简化 计算 表 。 








上 21-3 PI 简化 计算 




















_ ”基因 型 组 合 ”母亲 确定 情况 WEEE 
f 全 BEF x Y PI X Y PI 
AA AA AA 1 P i lxp 1 KJ Ip 
AB 1⁄2 p 172p 0.5 F 17 (2p°) 
BC 0 p 0 0 p 0 
AB AA 1 p Ip 0.5 p 17 (2p) 
AB 1⁄2 p Ii/2p 0.25 p? 17 (ap) 
AC 1⁄2 p 17 (2p) 0.25 P: 174 
AB AA BB 1 p lp l 2pq 1⁄2pq 
BC 1⁄2 p 1⁄2p 1⁄2 2pq 1⁄ 《4pq) 
AB 1⁄2 p 1⁄ (2n) 1⁄2 P t Op) 
AB AA nk BB 172 (p+q) /2 lI (p+q) 1⁄2 2pq 1” (4pq) 
AB 172 (p+q) 72 17 (p+q) I4 2py ] 《4pdq) 
BC 1⁄4 (p+q) 22 1⁄2 (p+q) 1⁄4 2pq 1⁄ (Boq) 
AC BB 1 p lp 1⁄2 2pq 17 (8pq) 
BD 1⁄2 p 1⁄2p 1⁄4 2pq 17 (8pq) 
AE 1⁄2 p 17 {2p} 1⁄4 2p 17 (8Spq) 


p. qA ARETAN R HE 
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对 于 主 染 色 体 遗 传 标记 系统 ”决定 男性 性 别 的 Y 染色 体系 父系 遗传 ， 无 论 在 父子 亲 
权 认 定 ， 还 足 在 祖 孙 、 李 径 亲 权 认 定 中 ， 式 中 x 均 为 1，y 为 随机 人 大群 该 基因 【如 检测 上 
个 了 Y- STR 基因 座 ) 或 单 信者 频率 《如 检测 2 个 以 上 Y -ST 基因 座 )。 

PI = Ly. 

对 于 此 炎 订 子 鉴 定 PAHE RE — T F yaBA D K A. A DE N A JT Eb g£ Pi E 
仅 怀 疑 父 亲 的 亲子 鉴定 计算 ; 也 有 人 将 它 按 二 个 单亲 计算 ， 如 果 它 们 的 PI 值 都 大于 2 
000， 吕 以 认定 他 们 的 亲 权 关系 ; 还 有 些 人 认为 FL 计算 步骤 及 原则 同 慰 亲 肯 定 仅 怀 疑 父亲 
的 亲子 鉴定 ,但 式 中 分 子 为 假设 父 遗 传 生父 基因 和 假设 奎 遗传 生母 基因 产后 孩子 的 机 会 ， 
分 左 为 随机 父 和 随机 母 产 生 和 孩子 的 机 会 即 为 人 群 中 孩子 表现 型 频率 。 在 极 大 多 数 情 况 下 ， 
这 种 算法 得 名 的 Pl 值 较 仅 怀疑 父亲 的 E 值 大 ， 有 品 能 估计 过 商 。 
此 种 计算 方法 FI 计算 可 归纳 简化 为 ; 
1) 假设 父 和 假设 母 均 为 纯 合 子 时 x=1; 

(2) 假设 父 和 假设 母 一 个 为 纯 合 子 ， 一 个 为 杂 合 子 时 x =0.5; 

(3) 假设 父 和 假设 母 均 为 杂 合 子 时 x=0.25, ARR., 假设 母 、 子 为 相同 基因 型 杂 
合子 时 x=0.5。 

(4) y 为 人 群 中 孩子 基因 型 频率 ， 子 为 纯 台 子 时 y = 多， 子 为 杂 合 子 时 y 了 = 2pq. p. q 
E AERAR. ERER, 

所 以 PLAE 1p. 1/2pq. 0.5/p, 0.522pq, 0.25/p. 0.25/2pq: PIHAA RL 3 
21 -3。 

3. 单亲 亲子 鉴定 

根据 Bl 计 竺 原则， 将 缺少 的 一 方 作 随机 人 考虑 进行 计算 ， 即 x 为 假 谈 父 遗 传 生 父 基 
因 和 随机 母 遗 传 生 母 基 因 产 生 和 该 子 的 机 会 ，y 为 随 视 父 和 随机 款 生 孩子 的 机 会 ， 即 人 和 群 中 
孩子 表现 型 睦 举 。 在 极 太 多 数 基因 组 合 的 情况 下 ， 单 亲 亲 子 鉴 定 的 是 值 较 双 亲 均 检验 的 
P 值 小 。 

FE 计算 可 归 销 简化 为 : 

rp. qira ARNAR ERE AME, 

(1) 父 为 纯 合 子 时 x=1， 父 为 杂 合 子 时 x=0.5; 

(H) TAAST ysp, TARA TH y=2p; 

(M) 父 、 子 为 相同 大 因 型 举人 台子 时 x=0.5 (p+q) ，y= 2pq。 

SIR 基因 座 PI 简化 计算 式 见 表 21 -4。 















































B +t- RIBE 





表 21-4 STR 基因 座 单亲 PI 简化 计算 
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s * 了 PI 

AA AA 1 N - >= ma aa ——— _ 
AA AB 1 2p 1⁄ (2p) 

AB AA 0.5 n 1 Cp) 

AR AC 0.5 2p 17 (45) 

AB AB 0.5 (p+q) 2pq 1⁄ (4p) +1⁄ (4q) 


4. 非 经 典 的 三 联检 验 
有 时 会 遇 到 一 些 案子 ,假设 父 因 某 种 原因 (如 死亡 ) 不 能 参与 检验 ， 而 由 一 个 与 他 有 


AREA (R) (R 为 假设 父 的 亲属 ) 代替 假设 父 参 


不 是 真正 的 假设 父 ， 市 是 假设 父 的 亲属 R. 

















与 检验 ， 亲子 鉴 定 中 的 三 联 体 的 假设 父 


LR 的 两 个 统计 检验 假 没 ， Hp 代表 巷子 的 生父 是 一 个 与 RR 有 关 的 人 ，Hd 代表 孩子 的 
EE-S R 无 关 的 人 。 妃 或 LER 计算 公式 ( 见 表 21 - 5) 与 经 典 一 联 体检 验 不 同 ， 经 


上 典 三 联 体 检验 ，Hp 代表 假设 父 是 生父 ，Hd 代表 随机 人 是 孩子 的 生父 。 





这 时 计算 是 就 需要 考虑 假设 父 与 其 亲属 的 同宗 系数 。 同 宗 系数 《coancestry coefficient, 
0) 表示 由 一 个 群体 中 的 两 人 随机 揭 出 一 基因 为 同 源 基因 的 概率 。 各 种 不 同情 况 的 9 值 不 
H: 父子、 同胞: 6= 174; 祖父 -孙子 、 同 父 恒 母 同 胞 《 半 同 胞 }、 玻 - 任 子 : 9= 178; 
第 一 代表 党 兄弟 : 9 = 17]6， 第 二 代表 党 兄弟 0= 1/64。 表 21 - 5 为 假设 父 的 亲属 是 生父 时 











PI 的 计算 。 
表 21-5 PI 值 简化 计算 素 
D a m E i , FE 
É r 假设 父 的 杂 属 
AA AA AA Cia (1-2 42) í 
AB 1⁄ {2 [p (1-20) +8]: 
BC o 
AB AA 1⁄ [p (1-20) +20) 
AB 17 i2 [p (1-20 +]: 
BC 0 
AB AA BB 1⁄ [p (1-20) +29, 
BE 1⁄ 12 [p (1-28) +8]: 
CD 9 
AB AA 17 [ (pi+p) (1-290) +29] 
AB 17 [ (p. +p} (1-20) +20] 


BC 1⁄ 12 [ (Cpt pj) (1-28) +20]! 
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续 表 
< cD 0 
AC BB 17 [p (1-20) +28] 
BD 17 {2 [pj (1-20) +8] 
CD 0 


5. 问 父 异 共 同胞 检验 

在 一 些 涉及 遗传 继承 案件 中 ， 某 一 个 个 体 X、Y 为 不 同 母 亲 所 生 ， 个 体 詹 的 父亲 Z 已 
È, 个 体 Y 也 声称 是 Z 的 儿子 ， 因 此 雪 求 亲子 鉴定 。 由 于 Z 已 亡 , 无 法 参与 检验 ， 只 能 
进行 阿 胞 间 亲 缘 鉴 定 。 

Hp: 假设 X 和 YY 是 同胞 

Hd: 假设 XX 和 YY 不 是 同胞 

HRE 





Pr (GX, GY | Hp) _ Pr (G. Gr | Hp) 
Pr (Gx, Gy | Hd) Pr (G, | Hd) Pr (Gy | Hd) 

# 21 -6 为 个 体 X 和 YY 拥有 各 种 基因 型 情况 下 的 LR 值 ， 此 时 没有 考虑 近亲 和 人 群 结 
HAX. 





LR = 


上 天 21-6 IEE LRH 





GX, GY Pr (Gx, Gy | Hp) Pr (G, | Hd) Pr (Gy | Hd} LR 

AA. AA. 0.5p? (l+ p) p 1⁄2 + 17 (2p;) 

AA. AÀ, 0.5p p (+p) 2pp, 1⁄2+ 1⁄ (4p) 

AA, AA, 0.5p2p pp 1⁄2 

AA. AA, P PP 2pŠpipx 1⁄2 

AA. AA. O.5p.p, (p.p, + p + pi) 4p pi 172+ 17 (8p) +17 (8p) 
AA A.A. 0.5ppp (4p +1) 4p2piPu 1⁄2 +17 (8p,) 

AA. AA PPIP AB PPM 1⁄2 


6. 突变 存在 时 PI 计算 
在 一 些 亲子 鉴定 中 ， 多 个 基因 座 中 只 有 一 个 基因 座 二 出 现 不 匹配 ,一 般 认 为 是 由 于 遗 
传 突变 造成 的 ， 而 不 是 由 于 亲子 关系 。 当 存在 这 种 罕 变 时 ， 计 算 FI 值 时 需要 考虑 突变 率 ， 
计算 公式 如 表 21 -7。 
表 21-7 突变 存在 情况 下 三 联 体 与 单亲 的 PI 计算 
父母 参与 的 三 联 体 | 
孩子 FE: 假定 父亲 LR 
AÁ AA: BBP Mó (1 + 30) 
2 (20+ (1-5) p.) 


(Më, + Mên) (l + 30) 
4 (29+ (1-0) p.) 














AA AA: BC 
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AR 
_ Mòn (1+39) i 
AA AB: ZE (Z= A) 2 (2064. (1-0) p.) 
a (Mòau + M5,) (1+ 38) 
AA AB:WZ (Z, W= A) re) pO 
. Mp; {1 + 305 
AB AA BË AC: ZZ (Z B) 2 (1-0) P 
1 
AB AAR AC:WZ (W, Z= A) (Mès, + Mòn) (1 + 39) 
4 (1-0) pa 
p (Mbac + Mà.) (1 +30) 
AB AB: CC 0 (1 op) 
(MŠ,c + MSpc + MBan + Mèu) (1+ 36) 
AB : 
BOD 4 (28+ (Y-0) (Pa + Pa)) 
U. 单亲 鉴定 
# f JE 28 Pk Bb šE LR 
Me (1+20 
AA BB 30s (1-9) pa) 
(MB + MBac) (1+20) 
AA BC 4 (8+ (1-0) pa) 
{MS pe + MƏ,apa ) (1 + 20) 
AB CE 4 (1-0) papa 
. C MƏ,c + Mopc + MBan + MSpn) (1 + 30) 
AB CD u Suo 


式 中 Mssaz 等 为 等 倍 基因 B 突变 为 六 的 突变 率 , 8 为 同宗 系数 


7. 多 基因 座 DNA #8 šX Ë] 

比较 被 检验 人 的 多 基因 座 VNTR- DNA 指纹 图 ， 先 确定 攻 亲 与 孩子 共有 的 片段 ， 然 后 
比较 假定 父 与 孩子 的 片 裔 ， 确 定 不 能 在 母亲 中 找到 的 孩子 的 片段 是 否 能 在 假设 父 中 找到 ， 
当 多 基因 座 VNTR - DNA 指纹 鉴定 不 排除 亲生 关系 时 ， 可 用 三 种 方式 表示 亲生 关系 相对 机 
会 (Jeffreys): I 

(1) 以 1-X" 计 算 值 ，X 表示 随机 两 个 体 共 有 一 个 片段 概率 ，n 表示 假设 父 与 子 共有 
片段 数 ， 当 1- X" 计 算 值 大 于 0.9995， 可 以 认定 有 亲生 关系 ; 这 是 实际 案件 检验 中 常用 的 
Jr; 

(2) 假设 父子 共有 片段 概率 : 根据 假设 父 与 孩子 之 间 共 有 片段 多 少 来 判断 是 否 存在 
亲生 关系 。 根 据 经 验 值 ， 当 共有 片段 率 在 0 ~ 35% AELTER, 45% ~ 100% ARTE 
系 。 适 用 于 单亲 检验 。 f 

(3) “陌生 带 "” 与 非 母 带 的 比值 : KAE t a 693 4 RE E 28 q 8 2 3 E] 88 rh 28 E BJ 18% 
THR, PRRTSAK, AREE. 5 CEER” AEEA A EB fE O. 0.2 W Bs 
内 认定 有 亲生 关系 ，0.2 ~0.,4 不 能 下 结论 ，0.4~ 1 排除 亲生 关系 。 

PI 理论 值 可 以 接近 无 穿 大 ，RCP 理论 值 可 非常 接近 00%, 但 不 能 达到 100%. RCP 
作为 衡量 亲子 关系 可 能 性 大 小 的 指标 ， 按 统计 学 标准 ， 当 RCP 达到 05%, BRA RER 
生 关 系 的 意义 。 但 究竟 达到 多 大 ， 才 能 肯定 亲生 关系 ， 国 际 上 无 统一 标准 。Ian w Evett 等 
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(1998) 提出 的 标准 见 表 21 - 8。 日 前 实验 定常 用 常 染色 体 STR RAE, RETAK RF 
存在 二 个 要 因 座 的 突变 的 可 能 ， 以 及 国际 上 和 多数 实 验 室 的 标准 《如 荷兰 免疫 向 液 学 红 十 字 
中 心 实验 室 和 等， 肯定 亲 权 关系 的 标准 定 为 RCP>99.95% E PI 值 大 于 2 000 比较 妥当 ， 当 
PI<1999, RCP < 99. 双 名 时 ， 应 加 测 遗 传 标记 以 达到 认定 或 柑 定 的 正确 结论 + 


表 21-8 国际 上 常用 标准 














W ñ 意义 w {È 意义 
> 0.9973 可 以 肯定 有 亲子 关系 0.80 ~ 0.5 不 可 能 肯定 是 否 有 亲子 关系 
0.99 ~ 0.9973 松 可 能 有 亲子 关系 0.1~0.5 倾向 排除 亲子 关系 
0.99 -0.95 非常 可 能 有 亲子 关系 0.05= W=ÜD.1 不 大 可 能 有 亲子 关系 
0.95- 0.9 可 能 有 亲子 关系 0.0027 志 入 0.05 ” 椒 呈 能 有 亲子 关系 
0.9~0.8 Bill 8 3 T % # «0.0027 可 以 排除 亲子 闲 系 
21.3 亲子 鉴定 


通过 DNA 标记 检测 与 分 型 ,分 析 受 检 者 之 间 的 基因 型 是 否 符合 遗传 规律 ， 从 而 判定 
有 无 亲生 头 系 。 亲 代 与 子 代 的 遗传 基因 型 违反 还 德尔 定律 〈 因 罕 灾 影响 需 二 个 以 上 遗传 标 
记 }， 便 可 直接 排除 亲 权 关系 ， 对 于 不 能 排除 的 亲子 关系 ， 需 要 进行 对 其 亲子 关系 概率 的 
HA., HRR K, FER o 

1. 标准 的 三 联 体 亲子 鉴定 

由 子 侠 子 关系 已 确定 ， 需 楼 鉴定 假设 父亲 与 蓄 子 之 间 是 涯 存在 生物 掌 亲 子 关系 ， 可 以 
用 常 染色 体 标 记 。 比 对 母子 的 遗传 标记 ， 找 出 孩子 的 生父 基因 (obligatory gene)， 当 假设 
父 不 具有 生父 基因 ， 则 可 排除 他 与 孩子 的 生物 学 父子 关系 ; 当 假 设 父 具 有 生父 基因 ， 则 可 
能 为 生父 ， 通 过 计算 父 权 指 数 或 父 权 相对 机 会 对 其 为 生父 可 能 性 的 大 小 作出 定量 的 估计 ， 
根据 实验 室 评 个 标准 ， 确 定 是 否 存 在 父子 关系 。 

2. 女 一 子 一 男 三 联 体 亲子 鉴定 

由 于 父 攻 与 子女 关系 均 不 确定 ,需要 鉴定 父母 双方 与 鼻子 的 亲生 关系 ， 可 以 用 常 染 色 
体 标记 。 比 对 孩子 与 假设 父 、 假 设 母 的 遗传 标记 ， 兰 接 子 其 有 假设 父 、 假 设 母 所 饼 筷 的 基 
因 ， 则 排除 他 们 之 间 有 亲生 关系 ; 若 孩 子 的 基因 可 分 别 从 假设 父 、 假 没 母 得 到 ， 则 他 们 之 
闻 可 能 有 亲生 关系 。 根 据 双亲 不 定 的 模式 计算 出 PI 和 RC 值 ， 作 出 定量 评估 ， 判 定 亲征 

3, 单亲 亲子 鉴定 

HRA: (1) 常 染色 体 上 标记 ， 比 较 假设 父 “或 假设 母 ) 与 孩子 的 基因 现 ， 如 果 假 设 
E (RERE) 的 一 对 等 位 基因 与 孩子 的 一 对 等 位 基因 完全 不 同 ， 则 可 排除 他 们 之 间 有 亲 
EKR; 假设 父 (或 假设 母 ) 与 孩子 有 相同 基因 时 ， 他们 之 则 可 能 有 亲生 关系 ， 按 单亲 模 
式 计算 出 FE 和 RCP 值 ， 作 出 定量 评估 ， 判 定 亲 生 关 系 。(2) MD kE (Z) KR, 
可 以 采用 母系 遗传 的 线粒体 DNA 分 析 ， 如 果 两 者 分 型 不 同 ， 可 以 直接 排除 ， 如 果 相 同 ， 
不 能 排除 ,它们 之 间 可 能 有 亲生 关系 ， 计 算 单 倍 型 频率 ， 是 否 达到 认定 水 平 。(3) 如 果 是 
鉴定 父子 关系 ， 可 以 采用 父系 遗传 的 Y- STR 分 析 ， 如 果 两 者 分 型 不 同 ， 可 以 直接 排除 ， 
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如 果 相 同 ， 不 能 排除 它们 之 间 吕 能 有 亲生 关系 ， 计 算 单 倍 型 频率 ， 是 尘 达 公认 定 水 平 。 

4. 隔 代 、 同 胞 、 帝 系 亲属 间 的 亲子 鉴定 
由 于 某 种 原 尖 (可 死 亡 )， 被 假设 的 父亲 不 能 参加 检验 ， 市 由 假设 父 的 亲属 参加 检验 。 
或 者 父 或 7 和 二 已 亡 ， 或 因 某 种 原因 不 能 参与 检验 ， 如 为 了 认 亲 、 移 民 、 继 承 财产 AP 
等 ， 要 求 进行 取代 、 同 胞 成 想 侄 、 姨 和 狗 等 旁 系 入 员 间 的 亲 权 鉴定 。 情 况 将 变 得 复 如 些 。 因 
为 假设 父 的 基因 型 需要 通过 假设 父 的 亲属 来 推断 ， 有 时 由 于 亲属 太 少 无法 推断 出 假设 父 的 
基 困 型 ， 此 时 不 能 赁 常 当 色 体 的 标记 进行 鉴定 。 比 如 ， 在 一 个 家 庭 中 ， 同 胞 之 间 基 因 组 合 
有 三 种 可 能 : 全 一 对 等 位 基因 完全 相同 ; O 有 一 个 等 位 基因 相同 ; @ 一 对 等 位 基因 完全 
不 同 。 所 以 在 无 法 推断 假设 父 的 基因 型 时 ， 检 验 STR 基因 座 不 能 提供 任何 排除 信息 。 这 
类 血缘 关系 鉴定 要 作出 排除 结论 ， 利 用 -STR 和 mDNA 检测 较 具 有 优势 ， 可 以 非常 简单 
排除 非 亲 缘 关 系 。 

根据 亲子 鉴定 的 种 类 与 被 检验 人 员 的 关系 情况 ， 确 定 检验 的 方法 、 

(1) 亲 攀 的 血缘 关系 鉴定 

同胞 之 间 的 血缘 鉴定 可 分 为 以 下 两 种 情况 : (1) 只 有 1 个 同胞 被 愉 验 ， 要 求 鉴 定 争 议 
对 象 与 他 的 血缘 关系 ， 简 称 为 与 单个 人 的 同胞 鉴定 。(2) 有 2 个 或 2 个 以 于 为 确 知 有 血缘 
关系 的 同胞 被 检验 ， 要 求 鉴定 争议 对 象 与 他 们 的 血缘 关系 ， 简 称 为 与 多 个 人 的 同胞 鉴定 。 

利用 Y - STR 和 或 mDNA 的 遗传 特点 进行 鉴定 。 如 果 受 检 者 之 间 的 mtDNA 测序 结 
不 同 ， 或 假设 弟 与 兄 之 间 的 ,Y - STR 分 型 结果 不 同 ， 则 可 排除 他 们 有 同胞 关系 ， 如 果 相 
同 ， 则 可 能 有 同胞 关系 。 应 用 T- STR 和 mDNA 标记 ， 可 以 直接 简单 .明了 地 确定 比 对 样 
品 是 否 有 亲缘 关系 。 

前 面 已 提 到 常 染色 体 STR 基因 座 各 等 位 基因 是 共 显 性 遗传 ， 在 一 个 家 庭 中 ， 同 胞 之 
间 基 雹 组合 叶 有 三 种 可 能 ， 有 时 无 法 推断 它们 的 同胞 关系 。 

名 与 单个 入 的 同胞 鉴定 ”这 类 血缘 鉴定 要 作出 排除 结论 ， 只 能 利用 站- STR 和 mDNA 

检测 。 由 于 常 染 色 体 二 标记 无 法 正确 推断 出 生父 基因 ， 即 使 他 们 的 基因 型 不 同 ， 也 不 能 排 
除 他 们 的 同胞 关系 。 
加 与 多 个 人 的 同胞 鉴定 T Y-STR, mDNA 检测 可 提供 排除 信息 外 ， 常 染色 体 
STR 检测 也 能 提供 排除 信息 。 如 根据 已 知 同胞 的 基因 型 〈 当 两 者 基因 型 完全 不 相同 时 ) 可 
推出 亲 代 的 基因 组 合 ， 计 算 遗 传 生 父 、 生 母 基因 的 机 会 ， 然 后 在 假 刘 兄弟 与 亲 代 之 间 按 照 
双亲 皆 疑 的 方法 计算 PI{E. 

同胞 鉴定 时 应 该 注意 : QD 总 可 能 多 检验 已 知 血 毕 关 系 的 同胞 ， 以 提供 更 多 的 信息 来 
推出 父母 亲 的 基因 型 ， 国 检测 更 多 的 遗传 标记 系统 ， 从 已 知 同胞 基因 型 推测 父母 基 央 型 
组 合 ， 计 算 PI 值 ; G) 尽 可 能 地 利用 站 -STR 和 mDNA 多 态 性 在 同胞 鉴定 中 的 作用 ,尤其 
是 与 单个 人 的 同胞 鉴定 时 ， 只 检测 常 染色 体 STR， 可 能 得 不 出 明确 结论 ,一定 要 检测 站- 
STR 和 mDNA 多 态 性 。 

(2) 旁 系 的 血缘 鉴定 

FARRU AA., tang (姐妹 ) 等 等 的 血 乡 鉴 定 ， 与 同胞 鉴定 一 样 ， 只 有 工 - 
STR, mDNA 检测 才能 提供 直接 的 排除 信息 ; 若 两 个 人 的 了 - STR 分 型 不 同 、 可 排除 他 们 
ZTR., ERALA, ETAR mDNA 测序 结果 不 阿 ， 可 排除 他 们 之 半 碳 和 嫩 牧 ， 
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KP (姐妹 ) 关系 - 在 检测 结果 不 违反 遗传 规律 时 ， 计 算 PL. 

(3) 祖 各 隔 代 (一 一 三 代 ) 亲子 鉴定 PT 计算 

根据 第 一 代 基 因 型 推测 第 二 代 可 能 的 基 央 雪 ， 对 于 常 染色 体 共 吕 性 遗传 标记 而 言 ， 最 
多 可 推出 子 代 的 4 种 基因 型 ， 每 种 概率 为 0.25。 如 果 孩 子 的 生父 基因 不 能 在 假设 祖父 、 祖 
母 的 基因 中 找到 ， 可 以 排除 他 们 的 子 处 关系。 如 果 能 找到 ， 则 不 能 排除 ， 计 算 PLUS, É 
先 依据 第 二 代 基 办 型 计算 传 给 第 三 代 生 父 (或 生母 ) MARRE, AATRE (RE 
BR) 基因 频率 为 1， 杂 合子 传递 生父 【或 生母 ) 基因 频率 为 0.5， 计算 生父 (或 生母 ) 基因 
出 第 一 代 传递 给 第 一 代 的 频率 。 根 据 检 验 对 象 不 同情 况 分 别 计算 FL， 孩子 母亲 参与 检验 ， 
则 按 仅 怀疑 父亲 三 联 计算 ， PI 为 生父 基因 出 第 一代 传递 给 第 三 代 的 护 率 与 随机 人 群生 父 
基因 频率 之 比 【如 上 述 例 子 ) ; 孩子 母亲 未 参与 检验 ,如 只有 祖父 、 H B. E f # 5 hy 
验 ， 则 计算 生父 基因 频率 后 ， 按 单亲 计算 Ph 

如 果 受 入 人 为 男性 ， 也 可 以 用 Y- STR 标记 进行 检验 ， 如 果 单 倍 型 不 -- 歼 ， 可 以 直接 
排除 他 们 的 子孙 关系 ， 如 果 一 致 ， 他 们 可 能 来 日 同一 父系 ， 按 单 倍 型 计算 亲 权 指数 。 


21.4 亲子 鉴定 应 注意 的 问题 


埋 论 .F ， 亲 代 与 子 代 个 体 间 的 每 一 个 遗传 标记 均 应 符合 直 传 规律 ， 所 以 只 要 有 -个 遗 
传 标记 违反 过 传 规律 就 可 否定 亲生 关系 。 但 DNA 基因 库存 在 突变 率 商 的 缺陷 ， 在 亲子 鉴 
定 中 护 子 图 谱 出 现 防 生 带 或 不 符 带 ， 无 法 弄 清 是 突变 还是 没有 亲子 类 系 出 现 的 排除 ， 故 一 
般 名 有 2~3 个 以 上 独立 系统 不 符 亲 权 关系 作出 的 排除 结论 方 为 吕 和 谷 。 在 鉴定 中 应 注意 : 

(1) FÆI DNA SED 严格 地 说 ， 单 基因 座 DNA 纹 印 图 是 表 型 图 ， 不 能 认为 是 
基因 型 ， 因 为 日 前 检测 分 离 系统 光 法 区 分 开 只 差 一 个 重复 单位 的 等 位 基因 片段 ， 央 此 当 只 
检 出 一 条 片段 时 ， 有 三 种 可 能 ; 真正 纯 合 子 ; 或 因 DNA 纹 印 图 中 等 位 基因 号 连续 分 布 ， 
片段 较 大 ， 肉 眼 无 法 分 辨 两 个 片段 等 形成 的 假 纯 合子 ， 或 是 震 小 片段 电泳 迁移 出 小 腔 留 下 
较 芭 片段 。 故 假设 父 与 孩子 均 表 现 为 纯 合 子 时 ， 一 定 要 慎重 ， 摘 清 一 条 带 情 况 究竟 属于 哪 
一 种 情况 .排除 假 纯 合子 现象 ， 以 免 假 排除 。 

(2) STR 系统 已 发 现在 - 些 基因 座 如 D7S820, D2181, D8S1179 引物 结合 位 置 发 生 
突变 ， 引 物 退 火 时 无 法 结合 ， 导 敏 一 个 等 位 基因 于 和 失 ， 成 为 一 个 无 效 的 等 位 基因 ， 表 现 为 
一 个 假 纯 合子 ， 使 本 来 符合 孟 德 尔 泪 传 的 两 个 体 表现 为 违反 齐 传 定律 ,造成 假 排除 。 这 种 
假 纯 合子 在 PCR 产量 上 有 差异 ， 带 的 强度 与 杂 合子 的 带 强 度 相 当 ， 比 真 止 纯 合 子 带 的 强 
度 弱 一 倍 。 改 变 引 物 序列 ， 可 以 克服 这 种 情况 。 实 验 室 最 好 拥有 两 套 不 同 的 试剂 盒 ， 可 以 
互相 印证 。 

(3) 小 半 旺 科 微 卫星 突变 ”大量 研究 报道 小 卫星 和 微 了 卫星 基 因 座 存在 较 高 的 突变 率 ， 
小 上 星 的 突变 率 比 微 卫 星 高 ， 比 如 小 卫星 和 微 卫 星 罕 恋 率 为 1.1x10-3 (0.2-3.3x10-3) 
与 2.0x10-3 (0.9-4.1x10-3)， 有 些 报道 小 卫星 和 徽 卫 星 突 变 率 为 6.56x10-” (0.3-1.1 
x107} 与 ].4x10-3 (1.0-1.9x10-;)。 研 究 发 现 ，Y 染色 体 突变 比 常 染色 体高 2 售 . 
田 性 突变 率 比 女性 高 17 倍 ， 父 方 突变 比 母 方 高 ， 而 昌 男 性 随 着 年 龄 增长 单个 重复 单位 突 
变 增 即 ， 但 玄 性 中 则 没有 这 种 年 龄 效应 。 

内 此 ， 亲 子 鉴 宇 中 ， 出 现 一 个 或 二 个 基因 座 排 除 时 ， 不 能 排除 共 亲 子 关 系 ， 需 要 进步 
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IME DERRE, ERA, GARTH P ASTER PUL 值 计算 有 所 不 同 ， 要 考虑 到 

(4) XT T | PE VNTR 基因 座 ， 息 于 较 小 等 位 基因 优先 扩 增 现象 比较 有 明显， 要 注意 锭 
小 等 位 基因 的 天 失 。 

(5) SEAE DNA 指纹 图 系统 ,突变 或 甲 基 化 现象 ， 孩 子 的 图 庶 中 存在 1 ~2 条 陌生 
W, DÉ DNA 指纹 图 章节 详细 介绍 ， 并 不 影响 亲子 关系 的 认定 。 

(6) 线粒体 DNA 分 型 要 注意 异 质 性 的 癌 题 ， 亲 代 、 子 代 或 同 -- 母 系 的 相关 个 体 之 间 - 
存在 -一 个 碱 基 的 差异 ， 当 出 现 单个 碱 基 艾 异 不 能 直接 排除 他 们 的 亲缘 关系 。 但 异 质 性 很 少 
同时 发 生 在 二 个 碱 基 处 。 因 此 ， 本 章 中 所 述 关 于 mDNA 测序 结果 不 同 ， 均 指 有 二 个 或 二 
个 以 上 伟 置 的 碱 基 不 同 。 

(7) 另外 需 注 意 输 应 及 骨 骨 移植 对 亲子 鉴定 的 影响 ， 接 受过 输血 的 病人 要 待 2~3 个 
月 后 才能 做 亲子 鉴定 ， 以 免 供 血 彰 遗传 标记 的 的 影响 。 而 接受 骨 和 或 脐 血 移植 的 白血病 病 
大 ， 办 供 者 血细胞 已 取代 了 受 者 血细胞 ， 所 以 不 再 适宜 以 血液 为 标本 做 亲子 鉴定 。 

下 于 突变 或 其 他 因素 的 存在 ， 国 际 上 对 亲子 鉴定 的 排除 提出 -: 些 建议 ， 主 时 是 : 

{1) 只 有 1 个 遗传 标 沁 不 符合 遗传 规律 ， 不 能 轻易 作出 排除 结论 ， 必 须 加 测 其 它 系 
统 。 随 着 检测 项 目的 增加 ， 对 丁 不 是 生父 的 男子 ， 必 定 还 有 其 它 遗 传 标 沁 可 排除 床 子 类 
系 。 若 增加 检测 项 目 ， 排 除 遗 传 标记 不 上 再 增加 ， 则 本 考虑 原来 排除 的 那 1 个 遗传 标记 是 下 
突变 或 非典 型 遗传 方式 造成 的 ， 此 时 车 亲子 关系 相对 机 会 己 超 过 0,9995， 则 可 作出 认定 结 
论 。 

2 个 STR 基因 座 或 同一 次 色 体 汪 的 两 个 遗传 标记 不 符合 遗传 规律 ， 需 慎重 对 待 ， 窑 
加 测 遗 传 标记 后 再 具体 分 析 ， 加 测 标 记 数 日 要 考虑 CCE 值 达 到 0.9997 以 上 ， 结 论 较 为 稳 
Se. 

(3) 布 3 个 战 以 上 独立 遗传 关系 【〈 邯 非 连 锁 ) 的 遗传 慰 记 不 符合 遗传 规律 ， 则 可 作出 
排除 亲子 关系 的 结论 。 因 为 假设 DNA 单一 基因 座 突 变 率 为 0.002 ， 三 个 位 点 同时 突变 造 
成 的 错误 排除 概率 仪 为 4x 102. 

亲子 鉴定 是 DNA 分 析 检 验 中 的 一 项 重要 内 容 、 越 米 越 多 的 案件 涉 太 亲 权 鉴定 ， 比 如， 
其 一 杀 妻 案 ， 罪 犯 将 其 妻子 杀 死 并 分 尸 ， 将 妻子 所 用 过 的 东西 也 清理 干 交 ， 在 被 怀疑 是 分 
已 现场 找到 芝麻 粒 大 小 的 血迹 ， 要 求 鉴 定 此 血迹 是 人 理 是 死者 的 血 ， 和 忠于 没有 死者 比 对 样 
品 ， 只 能 通过 比 对 死者 父母 的 DNA， 监 定 现 场 血 迹 与 死者 父母 层 天 有 亲子 关系 ， 米 确定 
血迹 是 否 是 死者 的 血 。 这 种 通过 亲子 鉴定 确定 罪犯 犯 非 事实 的 案件 日 益 增 加 ， 因 此 亲子 鉴 
定 应 十 分 演 谨 ， 排 除 赃 子 闫 系 要 求 有 二 个 以 上 独立 遗传 标记 的 不 符合 造 传 规律 ， 对 于 认定 
亲子 关系 更 要 慎重 ， 父 权 指 数 或 亲 权 指数 要 达到 一 定 的 数值 。 亲子 关系 的 认定 是 一 个 相对 
值 ， 有 的 只 是 在 已 检验 的 遗传 标记 系统 中 符合 遗传 定律 ， 随 着 遗传 标记 的 增加 ， 有 可 能 会 
排除 其 亲子 关系 ， 因 此 要 求 一 定 高 的 父 权 指数 ， 使 从 概率 上 说 随机 人 群 不 可 能 拥有 这 种 亲 
子 关 系 。 单 亲 检 验 时 ， 各 滥 传 标记 系统 的 非 父 排除 率 比 王 联 体检 验 的 低 ， 如 D18S51 基因 
BE, 三联 韭 父 排除 浴 为 0.785， 二 联 非 父 排除 率 为 0.563。 如 不 违反 遗传 规律 ,单亲 检验 
由 于 缺少 碟 亲 一 方 的 六 传 信息 ， 计 算 的 父 权 指数 一 般 也 较 双 亲 钧 检验 的 低 。 为 了 得 出 明确 
的 结论 ， 融 检测 项 由 应 比 王 联检 验 多 ， 才 能 使 CCE 大 于 0.9995， 不 排除 亲子 关系 时 ，RCP 
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值 能 大 于 0.9995。 如 只 检测 STR 基因 座 ， 一 般 需 检测 16 个 以 上 基因 座 。 

线粒体 DNA 因为 是 在 核 染 色 体 外 ， 遗 传 时 不 经 过 有 些 分裂 和 减 数 分 裂 ， 通 过 卵细胞 
传递 ， 所 以 母亲 与 孩子 的 mtDNA 序列 是 相同 的 ， TH- 子 单亲 鉴定 中 有 较 大 应 用 价值 。 
R P= 某 个 mtDNA 遗传 标记 的 人 群 频率 。 介 必须 往 意 ， 与 母亲 有 血缘 关系 的 个 体 ， 无 
ERAH AGE RAEM mDNA 型 。 当 检验 结果 为 母子 之 间 有 不 同 的 mDNA 型 时 ， 可 作 
出 否定 结论 ; 有 相同 mDNA 型 时 ， 不 能 作 肯 征 结论 ， 尤 其 是 当 怀 疑 姐 妹 两 人 或 姨 血 女 之 
HA- ADEG, N mDNA 不 能 提供 任何 信息 ， 应 该 以 常 染色 体 STR 为 主 。 

由 于 父子 具有 相同 的 了 染色体 遗传 标记 ， 所 以 检测 Y- STR 基因 座 览 定 息 缘 关 系 不 需 
要 好 亲 的 任何 信息 ， 在 父子 单亲 鉴定 中 有 特殊 意义 。 但 -STR mDNA 类 似 ， 与 父亲 有 
血 绎 关系 的 男性 个 体 ， 均 有 相同 的 遗传 标 ii， 邦 在 兄弟 两 人 或 起 便 之 间 确 定 谁 是 生父 时 ， 
检验 了 T- STR 无 价值 。 
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法 医 DNA 技术 的 发 展 ， 在 为 人 体 的 各 种 组 织 和 体液 材料 进行 个 人 识别 和 亲 耻 鉴定 提 
殿 了 极为 有 效 方 法 的 同时 ， 也 被 用 于 研究 解决 其 他 法 医 和 生物 物证 鉴定 问题 。 包 括 应 用 
DNA 技术 去 研究 解决 法 医 病理 学 、 法 医 人 类 学 的 课题 ， 以 及 应 用 DNA 技术 鉴定 人 以 外 的 
其 他 生物 物证 。 现 在 在 这 些 方 面 都 已 经 取得 了 一 定 的 进展 。 如 根据 DNA 分 析 推 断 年 龄 段 
推断 受伤 和 死 后 间 陋 时 间 等 方面 有 了 些 值 很 继续 探讨 的 结果 。 在 对 家 畜 、 宠 物 、 野 生动 
物 、 屁 虫 等 的 研究 上 到 得 了 肯定 的 可 应 用 的 结果 ， 有些 已 经 试用 于 刑事 和 民事 案件 鉴定 。 
在 植物 和 微 牛 物 的 DNA 分 析 上 也 开始 作 了 一 些 有 价 倡 的 研究 各 庶 用 答 坛 。 所 有 这 些 ， 虽 
然 都 还 有 大 量 的 研究 工作 要 急 续 和 做， 但 都 为 扩大 DNA 技术 的 应 用 范围 ， 扩 大 生物 物证 的 
检验 范围 ， 全 面 地 利用 各 种 后 物 物证 ， 增 加 物证 提供 的 信息 种 类 和 数量 ， 提 疝 其 在 侦察 和 
破案 中 的 线索 价值 和 证 据 价值 提供 了 可 能 。 


22,1 DNA 检验 应 用 于 年 龄 推断 


年 龄 鉴定 旦 法 医学 检验 的 重要 内 容 。 通 过 生物 检 材 准确 估计 个 体 件 龄 可 以 为 案件 的 侦 
ERREZE., H DNA 技术 从 分 子 水 平 乒 推断 年 龄 ， 丰 语 了 个 体 识 别 在 年 龄 推断 方面 
的 内 容 ， 具 有 重要 的 法 医学 实用 价值 。 日 前 用 于 年 龄 推断 研究 的 DNA 标记 主要 是 线粒体 
DNA 和 端 粒 。 ' 

22.1.1 mDNA 4977 bp 的 缺失 

Holt (1988) 和 Wei (1992) 发 现 骨 能 肌肉 及 其 他 软组织 的 线粒体 DNA Bj hh *⁄: 8 0 55 
什 龄 有 着 址 党 的 相关 性 。1997 年 Meiner 及 其 同事 提取 不 同年 龄 段 (3 个 月 ~97 岁 ) 个 体 
的 线粒体 DNA， 用 定位 于 线粒体 DNA 8285713928 核 攻 酸 的 一 对 引物 L357H35 进行 扩 增 ， 
当 线 粒 体 4977bp DNA 发 生 缺 失 时 ， 这 对 引物 可 以 扩 增 出 片段 长 度 为 667bp 的 产物 ， 如 果 
设 有 缺失 存在 ， 就 检测 不 到 这 667bp 片段 。 实验 发 现 ， 获 得 667bp 扩 增 产物 的 模板 DNA 的 
量 随 被 试验 者 年 龄 的 增 大 而 减少 。 在 0~20 购 人 人 中， 检测 不 到 4977bp 的 缺失 ， 在 20 ~ 30 
岁 人 中 ， 检 测量 为 1 000ng， 而 在 30 岁 以 上 人 群 中 ， 只 要 lng 总 DNA 就 可 以 检测 到 4977bp 
的 缺失 {图 22 - 1， 表 22 -1)。4977bp 的 缺失 与 个 体 的 年龄 有 着 密切 的 关系 ， 缺失 水 平 与 
年 龄 呈正 相关 ，4977bp 的 缺失 可 以 作为 推断 年 龄 的 有 效 标记 。 因 此 ， 如 果 只 用 Ing DNA 检 
出 4977bp 的 缺失 ， 暗 示 着 该 个 体 的 年 龄 在 50 岁 以 上 ， 如 果 检 测 不 到 和 缺失， 党 明 该 个 体 年 
龄 可 能 在 20 212 F. 

当然 需要 注意 的 是 ， 线 粒 休 DNA 的 缺失 受 内 源 和 外 源 因素 的 影响 ， 媳 Parkinson 疾病 ， 
心肌 病 等 ,日 光照 射 引 起 皮 驮 线粒体 DNA 的 缺失 等 。 但 不 管 人 怎样 ， 生理 年 龄 与 线粒体 
DNA 的 4977bp 缺失 有 紧密 的 相关 性 ， 这 在 其 些 情况 下 ， 可 能 对 推断 个 体 年 龄 有 用 。 

分 析 方 法 : 
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图 22-1 随 年 龄 增加 的 mDNA 的 4977bp 的 缺失 的 电泳 银 染 结果 
1, 6 #l 12 S 3 phi x 174/Hae 且 的 标准 分 子 景 ; 2; 45 岁 个 体 的 10ng 总 DNA 的 结果 ; 3; 54 POK; 3: 67 岁 
Aik: s: 8O PAi: 7; 37 AiE; B: aah, 9: 54 5 K; 10: 67 # 4-1 


表 22-1 能 检测 出 线粒体 DNA 的 4977bp 缺失 的 总 DNA 量 与 个 体 的 年 龄 














小 组 年龄 (>) HRR 1000 500 Ti NE mg 0 5 1 
I 0-10 0 0 0 0 0 V 0 0 
2 11-20 0 0 0 0 0 0 0 0 
3 21-30 13 13 12 12 10 0 0 0 
4. 31-40 9 9 9， 6 1 0 0 
5 -50 9 9 9 7 7 6 2 0 
6 51—60 13 13 13 13 12 11 7 4 
7 61 -70 13 13 13 13 13 12 9 6 
8 71-80 8 š 8 8 8 8 8 8 
9 > 80 11 11 11 11 11 11 11 11 
1.PCR 引物 序列 


L15 (3304nt): 5 — AAC ATA CCC ATG GCC AAC CTC CTA C -3 

H15 (3836nt): 5'- GGC AGG AGT AAT CAG AGG TGT TCT T — 3' 

135: 5'- CTC TAG AGC CCA CTG TAA AGC TAA C - 3⁄7 

H35: 5'- CTA GGG TAG AAT CCG AGT ATG TIG GAG AA -3 

引物 L15 和 H15 护 增 533bp HEt, L35 和 H35 扩 增 合 4977bp 缺失 的 667bp 片段， 

2. 反应 条 件 í 251 N IK 3 th, @ 8 400 pmol/L 每 个 引物 ，200pmol/L dNTPs, lu 
Tag DNA RAM, 50mmol/L KCI, 10mmol/L Tris - HCL (pH8.4), 1.2mmol/L MgCb ， 一 定 基 
DNA 模板 。 

3. IER 94%140s, 65% 40s, 72C50s, 40 HHA, Wia 72 和 37min。 

4. 检测 Ta 产物 在 7.5% C/2,5% T, 60mmol/L. 甲 酰胺 PAG 中 在 20W 下 电 访 45 ~ 
55min， 以 Phi X1747Haelll 的 片段 为 标准 分 子 量 。 银 染 显 色 。 

22.1.2 端 粒 

端 粒 (telomere) 是 指 真 核 细 胞 染色 体 末端 的 DNA 序列 ， 其 生物 学 功能 是 保持 染色 体 
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的 稳定 。 人 类 的 端 粒 DNA 主要 由 TIAGGG 片段 申 联 重复 构成 ， 其 重复 次 数 为 800 ~ 3000 
次 ， 长 度 为 5 至 15 kb. Harley 等 人 通过 培养 不 同年 龄 (0.291232) MAEA E SB DS De £T 
维 细 胞 ， 观 察 端 料 DNA 长 度 的 变化 。 发 现 随 着 培养 细胞 分 裂 次 数 的 增多 ， 端 粒 DNA KE 
逐渐 缩短 ， 端 粒 DNA BJ EL tB e Bak. tik F ky Ei Wa DNA KER W E 9 BH Ym. 
这 种 变化 与 细胞 的 静止 和 生长 状态 无 关 ， 只 与 细胞 的 分 裂 次 数 相 关 。 细 胞 平均 倍增 一 次 ， 
端 粒 DNA 的 长 度 大 约 减 少 SObp., Vaziri 检测 人 类 外 则 血细胞 的 端 粒 DNA 长 度 时 ， 也 发 现 
了 这 种 规律 ， 端 粒 DNA 长 度 每 年 丢失 41+7.7 bp。 端 粒 DNA 丢失 的 速率 在 人 的 整个 生长 
过 程 中 是 不 相同 的 。 青 年 时 期 端 炉 DNA 的 丢失 较 缓 届 ， 瑚 关 年 龄 的 增 大 ， 特 别 是 进 人 老 
年 后 ， 端 粒 DNA 长 度 由 于 不 完全 复制 而 逐渐 缩短 。 不 同 种 族 、 不 同性 别 、 不 同 组 织 端 粒 
DNA 有 差异 ， 端 粒 DNA 长 度 不 完全 相同 。 这 些 发 现 提 示 , 通过 选择 合适 人 群 和 组 织 ， 检 
测 端 粒 DNA 长 度 和 端 粒 DNA 量 的 变化 ， 可 以 发 现 端 粒 DNA 变化 与 个 龄 的 关系 。 这 种 关系 
有 可 能 用 于 法 医生 物 学 检 材 推断 年 龄 的 研究 ，。 


22.2 DNA 分 析 在 死亡 时 间 推 新 上 的 应 用 


准确 推断 死 后 间隔 时 间 (postmonem intreval，PM]1) 是 法 医 病理 学 研究 的 重要 内 容 。 目 
前 多 用 书 光 的 下 降 速 度 与 死 后 时间 的 曲线 关系 来 推断 张 志 时 间 。 介 该 方法 影响 因素 较 风 ， 
实际 应 用 受到 许多 条 件 限 制 。 因 此 ， 寻 找 其 他 方法 十 分 必要 。 和 研究 表明 细 胸 核 内 DNA 在 
死 后 即 开 始 白 溶性 降解 ，3 大 内 爱 环境 温度 及 死记 方式 的 影响 较 小 。 因 此 研究 组 织 DNA 
含量 变化 规律 与 死亡 时 间 的 关系 有 重要 价值 。 应 用 流 式 细胞 仪 分 析 组 织 中 会 隆 解 DNA 细 
胞 数 与 含 完整 DNA 细胞 数 的 比例 ， 显 示 其 比值 征 PMI 延长 而 增加 。 提 示 这 种 关系 有 可 能 
用 于 推断 死亡 时 间 。 


22.3 E ñ DNA 分 析 在 法 医 监 定 中 的 应 用 


昆 忠 学 对 法 医学 尸体 死亡 时 间 的 推断 起 着 重要 作用 。 早 在 宋 蓝 的 《 洗 急 东 》 中 就 介绍 
了 根据 物证 上 的 昆虫 确定 罪犯 ， 法 国 M. Bergeret (1855) 对 巴黎 郊区 一 所 房子 的 壁炉 肉 的 
司 骨 进 行 检 查 ， 根 据 尸 体 上 的 残留 昆虫 表明 死亡 时 间 在 几 年 前 ， 论 证 凶手 是 该 房子 的 原 主 
人 大， 而 不 是 现在 的 房 主 。 昆 虫 帮助 法 医学 家 推断 死亡 时 间 、 推 断案 发 现场 等 。 

利用 昆 青 学 进行 只 体 死亡 时 间 推 断 的 理论 基础 主要 是 根据 与 户 体 有 关 的 昆 下 的 生长 发 
育 的 形态 变化 。 各 种 昆虫 在 不 同 的 生长 时 则 其 形态 特征 不 同 ， 利 用 形态 学 来 判断 尾 虫 的 发 
育 阶 段 的 最 大 难题 是 大 多 数 昆 虫 的 劲 忠 的 形态 相似 ， 由 于 昆虫 种 类 党 多， 很 难 判 断 是 哪 一 
种 昆虫 。 而 且 还 必须 将 现场 采集 的 幼虫 拿 到 实验 室 进 行 培养 至 成 贝 ， 然 后 才能 进行 准确 的 
鉴定 ， 这 样 ， 势 必 延 迟 了 数 大 ， 甚 至 数 个 星期 。 更 为 重要 的 是 ， 在 培养 过 程 中 ， 有 些 幼 虫 
死 了 ,或 者 有 时 在 现场 提取 珂 的 只 是 屁 虫 的 一 些 残 存 物 ， 已 无 法 根据 形态 学 进行 鉴定 。 但 
是 ， 实 际 工作 中 要 求 在 现场 采集 后 能 切 荆 进行 快速 、 淮 确 可 靠 的 鉴定 。 此 外 也 应 用 生化 技 
术 进 行 昆虫 种 类 的 鉴定 。 同 工 酶 《alloenzyme) 是 应 用 最 广泛 的 标记 ， 但 这 些 标记 常常 只 
是 在 生活 史 的 某 一 -个 特定 时 期 得 以 表达 ， 而 强 容 易 被 降解 。 象 ELSA 等 这 样 忍 敏 的 免疫 学 
技术 对 于 区 分 近 缘 种 类 的 昆虫 还 是 不 够 灵敏 。 

DNA 分 析 在 竺 物 物证 鉴定 中 的 点 用 ， 为 昆 忠 的 种 类 鉴定 提供 了 一 个 有 效 的 方法 。 以 
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DNA 为 基础 的 分 析 方 法 可 以 分 析 什 何 阶 段 的 屁 忠 ， 大 太 缩 得 时 间 。 线 粒 体 DNA Ak K g 
定 最 合适 的 标记 ， 央 为 线粒体 DNA 分 子 小 ， 相 对 耐 降解 ， 每 个 细胞 内 含有 数 千 个 捞 由 ， 
突变 率 高 ， 妈 使 是 近 缘 种 类 的 昆虫 也 存在 较 太 的 序列 差异 ,可 以 区 分 开 来 。 对 于 昆虫 种 类 
鉴定 ， 目 前 主要 有 两 太 类 方法 与 标记 ， 一 -是 对 mDNA 细胞 色素 氧化 酶 进行 测序 分 析 ， 或 
用 限制 性 内 切 酶 分 析 CO - 工 的 PCR 产物 ， 一 是 用 和 兴 种 引物 进行 RAPD 分 析 。 

DNA 技术 除 用 于 进行 昆虫 种 属 鉴定 外 ， 还 可 以 根据 从 食 人 血 和 尸体 的 昆虫 味 嘻 分 证 
物 中 提取 到 人 DNA 的 分 析 ， 揭 示 昆 贝 与 有 关 人 或 岂 体 的 关系 ， 这 有 叶 可 能 有 助 于 案件 的 
侦破 。 

22.3.1 昆虫 线粒体 DNA 细胞 色 索 氧化 酶 序列 分 析 

每 种 昆虫 细胞 都 含有 线粒体 ,线粒体 DNA 中 细胞 色素 氧化 酶 亚 基 械 (cytooxidase sub- 
unit gene I, CO ~ 1) ÉA Ej an #h Es, h [U] ## E £ — B 98 3 PE. 31] 28 5ë x Sperling (1994) 分 析 了 
TAA DL uB ta EL EL tB. BIRA (Phoria regina). 2226258328 《Phaeniciia sericata) K£ WE 
(Luxilia illustris) 线粒体 DNA 的 2.3kb FF], abk 2: B 22 yë S $à 303 ex B — A 118 + 
攻 酚 序 列 不 同 ， 优 蝇 和 亮 绿 晶 间 有 186 TAE ker AE], KUWA 628 d Z [| 8 192 个 
核 若 酸 序列 不 同 ， 根 据 这 些 序列 差异 ,轻而易举 地 将 三 种 幼虫 区 分 开 米 。 即 使 昆虫 已 经 死 
亡 ， 仍 然 可 以 在 一 天 内 做 出 鉴定 。 选 用 合适 的 限制 性 内 切 酶 ， 用 PCR - RFLP 分 析 C0 - 1 基 
因 ， 也 可 以 区 分 开 这 三 种 昆虫 。Vineent (2000) 也 用 测序 方法 分 析 昆 虫 线粒体 DNA KAE 
胞 色素 氧化 酶 亚 基 I (CO - 1)， 进 行 欧洲 BLOW 蝇 ME, Vincen 用 引物 CO - [ 2( 和 CO 
-13r (序列 则 Speqing，1994) 扩 增 测序 模板 DNA FE, H CO - 120 32 CO - I 3r 进行 
测序 分 析 Calliphoridae 家 族 的 ?个 欧洲 不 同 种 类 的 昆虫 (图 22 - 2) ,不 同 种 类 屁 虫 之 间 存 
在 较 大 的 差异 ， 差 异 度 在 2.9% ~ 13.9% Wë (A 22 -2)。 亲 缘 头 系 最 近 的 Lucilia caesar 
【Linne》 和 Lucilia illustris (Meigen), 其 差异 度 为 20%. >É 2 X: f Bh% Eú BJ Lucilia caesar 
(Linne) 和 Protophormia terraenova (R. - D)， 益 异 度 为 13.9 和 % 。 这 些 种 类 之 癌 的 善 借 是 由 于 
碱 基 到 代 禾 成 的 ， 没 有 播 人 或 缺失 。 

#22-2 不 同 种 类 昆虫 在 mtDNA CO -I 的 差异 和 取代 










































































J..sericata L.dusts Ludnlnustia CC.vicina C.vomilotria P. Terranovae . macellana 


(Meigen) (Meigen) (Meigen) (r.~ D.) (Lime) iR. - D.) (Fabricius) 





L. sericata (Meigen) / 10.2% 8.6% — 95% — 102% 19.9% 80% 
L. ilustris (Meigen) 14 7 2.9% 9.5% 10.9% 10.9% 9.5% 
L. caesar (Linne) 12 4 A 9,5% 10.2% 9,5% 9.5% 
C.vicina (R. - D.) 13 13 15 / 5,1% 13.1%  11.7% 
C. vomitoria (Linne) 14 15 16 7 / 13.1%  10.9% 


P. Terranovae (R. ~ 
p.) 
C.macejlaria { Fabri- 11 


15 15 16 18 19 ⁄ 10.9% 


13 13 16 15 15 £ 


cius} 





不 同 的 材料 ， 如 地 上 发 现 的 死 成 虫 ， MEREKA, WAST, s= h F TRE yë 
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1 10 20 30 40 50 

L sericata(Meigen) l, tagtagetcacttc calt atgttte ak aatgaeagltg at wgel 
L illus"is (Mecigen) 2 t.,.t..c..... 日 -- EW 
L caesar(Linná) —  *+ssssssssassasaa tr Berar | 
C vicinatR-D} 和 二 Pu 
E vomitoria{Linné) sesers» 上 ss ta CE tava 
F terraenovae(R=D)  +esresrsresarssa terras Cerros 加 Ha Canare 
C macellariatPabricius}e sree ensata Cresas Beren. terrere 站 

ü 70 80 90 [的 
L sericata (Meigen) attacagcaggacccgcccactgatatcetttatttacaggattaacttt 
L illustris(Noigen) — ****+*eeeeaeee rept Cts Coasts Can 
l caesar(Linné) vonaaan Cease t..... Cota Co 
C vicinalk-D) — š ssssssresenees 站 Cessssssssssssssressses> 
C vomitoria (Linné) — ................. EE Eo 


P teëerraenovae(R-D) 人 


C macellaiiatPebricius Yr srr ta EE a 
110 120 130 


L sericata(Meigen) aaatacaaagatattaanaagcceaacecgceattata 


L illvstris(Meigen} "Ee Brette 可 
L caesar (Linné) Ba CERTI Br 
C vicina(R-D) se drs 
C vomitoriatLinnë) egg- Ba-gc -isou， a 
P terraenovae(R- sus Bootosnsss ttt rr rrr 
C macellarjalfabricius rss EBssstssssans erste 


图 22-2 mDNA CO- IAIA AE” 
等 ， 均 得 到 了 分 析 缚 果 ， 因 此 序 别 分 析 mtDNA 的 CO - I HT AATA, L28503 BU E h 

分 析 方 法 

采用 改进 的 Harrison (1987) DNA 提取 法 提取 成 蝇 基 因 组 总 DNA, HERA: (1) 将 
成 蝇 胸 部 放 入 Lid 离心 管内 ， 兽 于 滚 氛 中 磨 碎 成 粉 状 ; (2) 加 人 80041 的 Lifton 缓冲 液 
(O.imol/L Tris 缓冲 液 ，0.2mol/L HE, 0.05mol/L EDTA ，0.5%SDS，phH9.0)， 裂 解 细胞 膜 和 
抑制 DNA ñE; (3) 轻 轻 旋涡 振 萝 匀 浆 液 ， 室 温 放 置 15min 至 2h; (4) 加 人 12051 的 8molL Z, 
R, EGEK 15min 至 3h， 离 心 15min; (4) 上 清 液 用 等 体积 酚 抽 提 之 后 ， 再 用 等 体 
RAIRA (24:1) 抽 提 ; (5) 加 等 体积 异 再 醇 ，- 20 和 下 放置 25min 沉淀 DNA, (6) 用 
500pl 70% LEIE DNA 沉淀 ， 干燥 后 ，DNA 沉淀 悬浮 于 20041 TE 缓冲 液 中 。 

乙醇 保存 标本 和 干燥 标本 的 DNA 提取 除了 以 下 几 点 不 同和 外 ， 共 他 同 成 蝇 胸 部 DNA tE 
R: (1) 乙醇 保存 样品 在 液 所 中 研磨 前 先 真 空 干燥 除去 乙醇 ; (2) 在 加 入 Lifton 缓冲 液 乒 
立即 加 125 EAW K,. 60 C šE 2h, (3) AREER EMR RERAN K; (4) DNA. 
沉淀 悬浮 于 100 TE 缓冲 液 中 。 

按 图 22 -3 中 引物 序列 进行 扩 增 测序 ， 反应 条 件 是 ; 在 50 问 反 应 体系 中 ， 含 有 kul 
DNA R W. 95% 3min, 45% 2min, 72% 1.5min, 一 个 循环 后 , 94% ]min, 45€ Imn, 72 Ç 
i.5min， 循 环 30 ~ 35 次 ， 最 后 94% min, 45% 2min, 72C5min, — PIAI. AiE PCR P“ 
物 经 Centricon 100 纯化 后 ， 用 末端 标记 法 测序 。 
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扩 增 产物 中 存在 9 AES, EN 9 种 限制 性 内 切 酶 进行 PCR 产物 酶 切 分 析 (图 
22 - 3)。 大 约 lug PCR 扩 增 产物 在 Sa 反应 体系 中 进行 酶 切 反 应 。 消 化 产物 用 1.5 呢 - 2% 
琼脂 糖 督 胶 电 洒 分 离 检测 ，FEB 染色 ， 得 到 酶 切 图 谱 (图 22 -4)。 


< 





A — r= 
SE IEEE 局 z 2 a ee 
i a 
B g Pase pairs sgp 1000 1500 2000 
fo dr dd drel 
° elfoassc fo as hfhflsc rs es Ydd asrs asl | bf el 
Psgricata 
e5dr dr as 
ras xc fo as fobfhf rs ht) hr dd as as|hthr rs] el 
L inustns 
as 
; rshf fo as dr Se btdd as ash rs|el 
Pregins 
Re bp SR 
C Dae | (CCTN AG) EcoR V {G ATATC) 
Psericata Psericata 
L isins Linustns 
Pregina Presina 
Dra 1 (TTTAAA) Oe SA 


Psericata Psericata 
L.inusins L. Inustns — T 122 
Pregina Prenina 180 168 





图 22-3 3 种 丽 蝇 线粒体 DNA 扩 增 区 和 引物 位 置 、9 个 限制 性 内 切 酶 切 点 位 置 

A: 线粒体 DNA 扩 增 区 和 引物 位 曾 

引物 1; 5- TAC AAT TTA TCC CCF CAC CC- 3 

引物 2: 5 - CAG CTA CTT TAT GAG CTT TAG G- 7 (C0O-I2f} 

引 特 3: 5' -CAT TTG AAG CATT GTG TAA GCA TC- 7 (UO-1ôr) 

引物 4: 5- GAG ACC ATT ACT TGC TIT CAG TCA TCT- 3' 

B: EAEAP ARREN ATA: as= Ase, dd= GdE, dr= Dra, el= EcoRI, e5 = EcoR V, 和 = Fok I, hf 
= Hinf I, re= Rsa I, se = Sacl 

C: 酶 切 引 物 2 和 3 扩 增 细胞 色素 氢化 酶 亚 基 1 基因 COI) 的 348bp 扩 增 产物 


348 bp 
100 bp 





图 22-4 4 种 限制 性 内 女 酶 酶 切 产物 电泳 结果 
Ha RRAS (Dde I, Dra 1, FeoR V, Hif D 将 惰 蝇 与 其 他 两 种 师 民 分 开 来 ， 
Dde [和 Hinf HARRARI. HAE, Hint I 可 书 把 这 3 种 蝇 区 分 中。 





第 二 十 二 草 ”上 其 他 法 医 DNA 分 析 应 用 443 





22.3.2 昆虫 的 RAPD 分 析 

除了 分 析 线 粒 体 DNA CO - 工 外 ， 还 可 以 用 RAPD 方法 进行 昆虫 种 类 鉴 定 。 

Benecke (1998) 采集 腐 己 上 的 昆虫 , 用 9 个 引物 CE 22 -3) HEERS H 
(diptera, coleoptera) 昆虫 进行 9 个 体系 RAPD 分 析 ， 并 对 该 方法 进行 了 有 效 性 的 研究 。 用 
这 种 方法 鉴定 了 一 起 案件 中 涉及 的 装 尸体 徐 里 面 和 外 面 的 蛆 。 


表 22-3 RAPD 引物 

















引物 名 称 序列 (5' - 3') 退火 温度 (%) 
ERIC — 2 XAAF TAA CTG ACT GGG OTG AGC — 66.4 
DAF4 XCGG CAG CGC C 
REPIR *XACG TCG ICA TCA GGC 
REP2 | XACG TCT TAT CAG GCC TAC 
PRIMERI XGGT GCG GGA A 
PRIMER2 XGTT TEG TCE 
PRIMERS XGTA GAC CCG T 
PRIMER4 XAAG AGC CCG T 
PRIMERS KAAC GCG CAA C 
PRIMERG XCCC GTC AGC À 
BERG1254 XCCC CAG CCA A 
X: % 61 EL 
分 析 方 法 


在 25 岂 反应 体系 中 ， 侣 有 1.50 Tag DNA 3 BË, l0mmol/1, Tris- HCL (pH9.0)， 
50mmol/L KCL, 1.5mmol/L MgCl, ，200kmol1 dNTPs, 25pmol/L 引物 ，BSA，50ng DNA。 扩 
增 循环 : 950C 预 变性 5min, 95% Imin, 36% Imin, 72% 2min, I 45 W. PCR 产物 在 
5.5%PACG EEX, 荧光 检测 。 用 每 一 个 引物 进行 RAPD 分 析 ， 每 个 昆虫 均 能 得 到 许多 条 
带 ， 而 屿 用 一 个 引物 可 以 区 分 不 同 种 类 的 昆虫 ， 根 据 已 知 标本 ， 可 以 确定 待 测 样品 的 种 
类 。 

22.3.3 昆虫 中 的 人 DNA 分 析 

一 些 食 血 或 食 腐 尸 的 昆虫 在 饮食 后 ， 需 要 一 定 的 时 间 消 化 所 采 的 食物 ， 在 一 段 时 间 内 
它们 不 再 采 食 ， 从 它们 的 旺 时 中 可 以 提取 到 被 食 人 的 DNA。 例 如 ， 仿 血 为 生 的 蚊子 ， 吸 
完 血 后 ， 蚁 子 落 在 墙 上 、 项 栅 或 窗帘 等 此 方 ， 在 吸血 后 2~3 KA iha D PS, p= EB 
后 才 开 始 吸 新 的 血 。Coulson (1990) 用 同位 素 标 记 探 针 杂 交 ,， 在 蚊子 吸食 20h 后 的 蚊子 血 
中 检测 到 人 的 DNA, Sato (1993) 用 非 同位 素 探 针 进行 斑点 杂交 检测 ， 在 蚊子 吸食 100h 
后 ， 在 蚊子 中 检测 到 人 的 DNA. 

Kreike 和 Kanpfer (1999) 用 PCR ERAH, RTR 26h 后 得 到 与 人 一 致 的 D1S80 和 
HLADQa 分 型 。 他 们 早上 将 有 4 个 人 辣 住 过 的 房间 内 的 蚊子 打 死 ， 装 人 SOml 的 Facon 管 
中 ,室温 放置 26 小 时 后 ， 冰 冻 起 来 。 用 标准 方法 提 肥 DNA. M Chroma spin — 100 柱 纯 
化 。 然 后 进行 D1S80 和 HLADQe 分 型 。 结 果 在 其 中 4 只 禾 子 中 提取 到 人 的 DNA, 得 到 了 
D1580 和 HLADQa 分 型 ( 表 22 - 4)。 其 PCR 扩 增 效率 柑 当 子 含 有 10.5 的 人 基因 组 DNA, 
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表 22-4 蚊子 在 HLADQa 和 D1580 基因 座 的 分 析 结 果 





























昆虫 /人 HLA - DQe D1880 1 来 自 于 
Tal 1171.2 I nd. A 

蚊子 #2 1.1⁄1.2 * 73/4 T247T37 A+D 
蚊子 #3 1.1/1.2 T247 T24 A 
WFR 4⁄4 TI8/T18 B 

+ À 1.1⁄1.2 T24/T24 - 

个 体 4⁄4 T18/TI]8 - 

+ ik 1.1⁄4 T19/T19 

个 体 3⁄4 T247T37 - 


nd: 表示 没有 检测 到 


寄生 于 人 的 恒 子 排 漆 物 中 也 含有 人 DNA。Reploy (1994) 将 数 种 虱子 放 在 一 些 自愿 受 
试 者 的 皮肤 上 进行 试验 ， 结 果 在 这 些 虱 子 排 湛 物 中 提取 到 高 达 l0ng 的 人 DNA. Lord 
(1998) 报道 了 从 寄生 人 身体 的 转子 中 提取 到 人 DNA， 分 析 了 8 个 乱 子 ，8 个 虱子 均 得 到 
了 人 DNA， 并 县 与 寄主 的 DNA 序列 完全 一 致 。 

Wells (2001) 实验 ， 他 采集 德 克 萨 斯 州 San Antonio ME AETA WDN, ETR, E 
风化 的 幼虫 移 到 一 内 有 人 肝脏 的 玻璃 纪 肉 。 待 幼虫 长 到 大 约 12mm 长 时 将 其 中 一 部 份 幼 虫 
置 于 在 - 20 C BJ 70% 乙 醇 中 保存 ， 而 将 另 一 些 幼虫 继续 长 成 蜂 ， 变 成 成 忠 。 从 形态 学 确 
EARI TË (bluebottle fly cynomyopsis cadaverina), $ A S F 3H h. ARR UJ EZ 3mm 
长 ， 用 QIAamp 柱 纯化 ， 进 行 mDNA HV2 测序 分 析 和 和 苍蝇 mDNA CD -工序 列 分 析 。 结 果 发 
现 ， 从 喇 嘻 中 提取 到 的 DNA 拥有 与 寄主 〈 肝 脏 ) 一 致 的 人 线粒体 DNA 的 HV2 序列 ， 只 是 
KERE DNA 测序 图 谱 较 对 照 的 血 DNA 稍微 难 污 ， 但 在 成 年 的 匠 蝇 中 末 发 现 。 

实验 结果 表明 ， 昆 虫 的 兰 喷 中 存在 有 人 DNA, 昆虫 晒 嘲 种 肠 内 容 物 是 检测 人 DNA 的 
最 理想 材料 。 分 析 昆 虫 的 哑 轩 有 可 能 确定 昆虫 来 自 于 何 处 ， 与 案 伴 是否 关联 ， 有 助 案件 的 
分 析 。 例 如 ， 人 性 虐待 和 身体 残害 案件 中 ， 受 害 人 和 罪犯 同 在 一 室 住 过 一 定时 间 ， 或 一 些 抢 
动 团伙， 在 某 一 旅馆 同一 房间 内 住 过 数 日 。 由 于 门窗 紧 闭 ， 蚊 子 不 能 飞 出 或 飞人 房间 。 
在 他 们 走 后 短 时 间 内 ， 采 集 分 析 室 内 蚁 子 中 的 人 DNA 有 亲 能 成 为 一 项 有 意义 的 证 据 。 


22.4 动物 DNA 分 析 在 法 医 鉴定 中 的 应 用 


法 医 DNA 分 析 技 术 除 了 可 对 人 类 进行 DNA 分 析 外 ， 还 可 对 宠物 、 家 畜 、 野 生动 物 等 
进行 种 属 鉴 定 、 个 体 识 曾 及 亲 权 关系 鉴定 。 事 实 上 ， 动 物 的 毛 、 上 骨骼 等 很 早 就 是 法 医 鉴 定 
的 检验 材料 之 一 。 随 着 法 制 的 加 强 ， 侦 审 对 证据 的 重视 和 科技 的 发 展 ， 已 经 有 越 来 越 多 的 
刑事 案件 和 民事 案件 涉及 此 类 鉴定 。 

用 于 动物 鉴定 的 DNA 技术 主要 有 线粒体 DNA 的 测序 分 析 、RAPD 分 析 和 STR 等 分 析 。 

22.4.1 狗 和 狼 的 DNA 分 析 | 

HAEA AAEH FE hit S hjsi. 3uJELBETE J dik RERA f e Pl. RE 
在 犯罪 分 子 身上 或 物品 上 发 现 有 狗 的 万， 意欲 通 过 检验 这 些 狗 毛 和 可 疑 狗 的 毛 来 判定 他 们 
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的 相关 性 而 被 送 到 实验 室 来 。 敬 牙 利 刑事 技术 研究 所 用 DNA 技术 进行 狗 的 个 体 识 别 和 亲 
子 鉴定 ， 并 受理 此 类 案件 。Aaspollu (2001) 报道 在 爱沙尼亚 的 一 个 小 村 子 里 发 现 一 共 年 
轻 妇 女 的 尸体 ,法医 鉴 定 此 妇女 受到 狗 的 攻击 。 在 妇女 的 外 衣 上 | 收集 到 狗 的 毛 和 唾液 斑 ， 
用 线粒体 和 STR 对 住 在 附近 的 § 只 狗 与 现场 提 到 的 毛 与 唾 滚 进行 检验 比 对 ， 确 定 了 嫌疑 狗 
与 案件 的 关系 。 
1. 狗 线粒体 DNA 测序 分 析 
Savolainen (1997) 利用 nested 扩 增 相当 于 人 mDNA H16403 - L15996 的 319bp 片段 作为 
测序 模板 DNA ， 对 狗 毛 进行 测序 分 析 。 测 序 分 析 52 个 品种 102 只 家 猎 的 mt DNA HVI 序列 
{257bp)， 发 现 有 23 个 突变 点 ， 形 成 19 个 单 信和 型 ，21 个 位 置 是 转换 ， -个 位 置 同时 有 转 
qI W F. p -个 位 置 【《 单 倍 型 10) 发 生 lbp 的 插入 ， 而 在 单 售 型 13 含有 一 67bp 
的 串联 重复 ， 单 倍 型 频率 为 20.6% ~ 1 名 ， 景 少见 的 3 个 型 存在 于 1 免 的 个 体 中 ， 最 常见 
的 6 个 型 存在 于 35 名 个 体 中 ， 排 除 率 为 0.88 (图 22-5、 图 22 -6)。 未 观察 到 这 些 单 倍 型 
有 了 明 昌 的 种 系 特异 性 ， 但 是 某 些 单 信 型 在 一 些 品系 中 出 现 较 高 。 和 如 在 各 种 品系 的 15 HO 








万 中 ， 有 9 只 都 是 单 售 型 4， 鼎 60%, 在 6 只 拉 布 拉 针 猎狗 (Labrador Retriever) 中 ，5 只 
为 单 倍 型 4， 占 83 台 ， 所 有 阿富汗 猎犬 (Afghan houndss) (3 R) 都 为 单 倍 型 6， 在 了 只 德 
国 牧 羊 犬 中 ， 其 中 4 只 是 单 僧 型 5， 占 57%; 单 倍 型 8 只 在 4 只 独 观 察 到 ， 它 们 属于 与 北 


斯 进 的 纳 维 亚 (norihem Scandinavian) 种 系 的 jamthund 和 挪威 猎犬 (Norwegian elkhound, 
Crey)。 唯 一 一 只 切 萨 皮 克 湾 猎犬 〔Chesapeake Bay Retrievder) 含有 唯一 的 单 倍 型 13 序列 ， 
它 含有 一 个 从 101 ~ 167 位 置 核 苷 酸 的 67bp 串联 重复 的 搬 人 。 该 犬 的 母狗 及 3 个 同胞 含有 
同样 的 序列 ， 单 倍 型 13 除了 这 个 插入 人 外， 其 他 序列 与 单 倍 型 4 相同。 因此， 单 倍 型 13 的 
序列 可 能 来 自 于 单 倍 型 4。 





10 
CTGAGATTCT 
ATTACCCCTA 
CCCCTATGTA 
ACATAATATT 
ACTGATCTAT 
TTAATCA 


该 序列 作为 与 其 他 单 信 型 比 对 的 标准 序列 ， 下 划 线 碱 基 表示 下 图 这 -6 中 的 和 多 态 核 硒 贞 可 能 位 置 。 此 序列 的 第 一 
个 核 甘酸 和 最 后 一 个 核 葵 酸 位 置 相当 于 大 mDNA 的 15966 和 16402 位 置 。 


20 
TCTTAAACTA 
CTGTGCTATG 
CGTCGTGCAT 
ATATCCTTAC 
CAACAGTAAT 


30 
TTCCCTGACA 
TCAGTATCTC 
TAATGGTTTG 
ATAGGACATA 
CGAATGCATA 


40 50 

CCCCTAATT CATATATTGA 
CAGGTAACC CTTCTCCCCT 
CCCCATGCAT ATAAGCATGT 
TTAACTCAAT CTCATAGTTC 
TCACTTAGTC CAATAAGGGC 


匿 22-5 狗 的 mDNA 高 度 区 工序 列 
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单 们 型 多 态 性 核 企 酸 位 置 


5 22 30.1 53 78 96 105 123 155(162)165 181 182 190 195 197 202 204 206 209 213 220 222 223 








1 G T -— T C € C A À T€ T T T T G C G T A À T G Á 
2 C ` 

3 C . A 

4 C C . - 

5 G ` A - T - 

6 A C . T C Á T G G . A 

7 cC T G ， Á ` G . C 

8 € C A T A C G G 

9 £ T 

19 A cC È T ( A T G A 
11 C - 

12 C G - A 

13° C . E - 

14 € G A 

15 È € . A T 

1% C C A . 
I7 c A T . G 
18 È A 
19 À C T T T . - .. E . - ， 起 o. - . G. € 


图 22-6 在 102 只 犬 中 发 现 的 19 个 序列 的 23 个 多 态 性 核 苷 酸 位 置 。 
核 背 栈 停 置 根据 上 图 22-5 参 昭 序 列 1 定 位 的 。 只 有 一 种 序列 变化 较 大 。 从 引物 D4 的 3' 端 开始 记 数 。 在 音 司 型 10 
中 发 现 一 个 参照 序 列 | 中 梁 有 的 核 划 表 的 搬入， 用 小 数 点 表示 。 用 “ - ”表示 奢 照 序列 中 相应 的 献 失 ， 单 情 型 13 用 
“#x ”标记 ， 它 含有 一 个 67bp 的 申 联 重复 的 村 和， 
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品系 








Border collie 

Irish Setter 

Chow — chow 

Collie 

Leonberger 
Norweigian Buhund 
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分 析 的 102 只 狗 情 况 及 其 它们 的 序列 变异 体 分 市 
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方法 : 
DNA 提取 : 方法 同人 类 毛发 
PCR 扩 增 与 测序 


引物 D1 和 D2 为 外 圈 PCR 引物 ，D3 和 D4 为 内 图 PCR 引物 及 测序 引物 ，D3，D4 的 3 
末端 位 置 相当 于 人 mDNA H16403 与 L15996。D3 的 5' 庙 含 M13 - 21 序列 ， 使 测序 反应 可 以 
进行 引物 标记 法 测序 ，D4 标 有 生物 素 ， 主 要 用 来 纯化 DNA 片段。 

DI: 5'- AGA GGG ACA TTA CGA GCA AGG- 3 

D2: 5 CCT AAG ACT TCA AGG AAG AAG C-3' 

D3: 5-'TGT AAA ACG ACG GCC ACT TTG ATG GTT TCT CGA GCC ATG G-3' 

D4: 5 生物 素 - CTC CAC CAT CAG CAC CCA AAG -3' 

第 一 次 【外 圈 ) PCR 反应 É 50pl 反应 体系 中 ,含有 5~ 10a 模板 DNA, l0mmol./L. 
Tris - HCL (pH8.3), 50mmol/L KC], 1.5mmol/L MgCl, 0.1% Tween20, 2pg/ml BSA, 
0.2mmol/L dNTPs，0.1pmolzL 引物 Dl 和 D2, lu Tag DNA RAME. PRERA: AT 
PEH 2min, BAHI 94%C15s, 6530s, 72C1lmin, #83F 25 次 。 

第 二 次 (AA) PCR 反应 在 50ul 反 应 体系 中 ,含有 2 占 第 … 次 PCR 扩 增 产物 作为 模 
板 DNA, l0mmol/L Tris- HCL (pH8.3), SOmmol/L KCL, 1.Smmol/L MgCl, 0.1% Tween20, 
2ug/ml BSA，0.2mmol/L dNTPs, O. lpmol/L 引物 D3 和 D4, lu Taq DNA 聚合 酶 。 扩 增 循环 
EMH: CHEE 2min, AET 9415s, 6930s, 72Tlmin, 25 次 ， 最 后 72% 
t0min。 第 二 次 扩 增 产物 纯化 后 作为 测序 模板 ， 用 D3 或 D4 引物 进行 测序 。 

Savolainen (1998) 又 对 该 方法 进行 了 改进 ， 设 计 新 的 引物 使 测序 模板 变 短 ， 以 便 能 分 
析 各 种 检 烤 。 他 采用 了 semi- nested 扩 增 125bp 片段 作为 测序 模板 DNA. 

引物 序列 : 

D5: $ ~ TGA TGG TTT CTC GAG GCA TCC -3⁄' 

D8: 5 -CCC CAT GCA TAT AAG CAT GTA C -3' 

D7: 5'- ATT AAC CCC TTA TTG GAC TAA CTG - 3' 

引物 D5 和 D8 为 第 一 次 PCR 扩 增 引物 ， 其 扩 增 产物 片段 为 148bp，D7 和 D8 为 semi - 
nested 的 第 二 次 PCR 扩 增 的 引物 ， 扩 增产 物 片段 为 125bp。 

第 一 次 PCR 反应 ”在 50ul 反 应 体系 中 ,含有 5~ Oul 模板 DNA, 10mmoL/L Tris- HCI 
(pH8.3), SOmmol/L KCL, 1.5mmol/L MgCl, 0.1% Tween20, 2ug/ml BSA, 0.2mmol/L 
dNTPs, O.lamol/L 引物 D5 和 D8, 2u Taq DNA 聚合 本 。 扩 增 纤 环 参数 为 : MTE tE 
2min， 然 后 进行 94 C15s, 66 %C30s, 72C1min, HEF 25 次 。 

第 二 次 PCR 反应 ”在 50 由 反应 体系 中 ， 含 有 2 了 4 第 一 次 PCR 扩 增 产物 作为 模板 DNA, 
10mmoLL Tris - HCL (pH8.3), SOmmol/L KCl, 1.5mmol/L MgC1, 0.1% Tween20, 2pg/mł 
BSA, 0.2mmol/L dNTPs, O.lumol/L 引物 D7 和 D8, lu Taq DNA 聚合 酶 。 扩 增 狮 环 参数 为 ， 
ACHETE 2min， 然 后 进行 94 C15s, 65%C30s, 72C 1min, MFP 25 K, Rii 72€ i0min。 
第 二 次 扩 增 产物 纯化 后 作为 测序 模板 ， 用 D7 或 D8 引物 进行 双向 测序 。 

Savolainen (1998) 用 这 种 方法 分 析 了 儿 起 涉及 狗 毛 分 析 的 案件 。 案 例 1， 一 和 名 妇女 被 
谋杀 ， 在 尸体 旁 发 现 几 根 狗 毛 。 过 了 没 多 欠 ， 又 发 现 一 名 妇女 被 谋杀 ， 同 样 的 在 户 体 旁 发 
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现 数 根 独 毛 。 作 案 方 式 相似 ， 都 在 现场 留 下 形态 上 相似 的 狗 毛 ， 认 为 此 两 案 为 同一 人 所 
为 。 线 粒 体 分 析 表 明 二 个 现场 的 狗 毛 的 序列 相同 ， 均 为 单 倍 型 8 (图 22 -8)， 是 非常 少见 
的 单 倍 型 ， 采 集 ?7 个 可 疑 嫌 疑 人 家 的 狗 毛 ， 进 行 线粒体 DNA 分 析 ， 它们 的 单 迟 型 分 别 为 
1, 3, 4, 5, 5, 5, 5 型， 表明 现 场 的 狗 毛 与 它们 的 不 同 ， 更 为 重要 的 是 ， 现 场 发 现 的 狗 
毛 单 倍 型 只 在 3 个 狗 种 中 发 现 ， 缩 小 了 现场 遗留 狗 毛 的 狗 范 围 

案例 2， 一 个 4 人 团伙 抢劫 了 数 察 银行 ， 在 侦破 中 将 其 与 另 -一 起 从 -- 家 养 狗 人 家 偷 车 
并 案 。 在 逮捕 时 ， 从 其 中 一 个 嫌疑 人 身上 发 现 几 根 狗 毛 ， 为 了 调查 这 狗 毛 是 否 来 白 于 丢 车 
那 家 的 狗 身 上 ， 对 狗 毛 进行 了 mDNA 分析， 发 现 从 狗 身 上 拨 下 的 狗 毛 与 嫌疑 人 身上 于 找到 
的 狗 毛 均 为 单 倍 型 5 {图 22 -8)， 国 此 不 能 排除 它们 来 自 于 同一 个 个 体 。 























案例 样品 # s u 8: FEU MERR (%) 
10 13 29 30 38 43 45 50 52 54 57 61 68 70| 
I 标准 序列 |T C T T T T G C GC TAAT| G : l 
物证 1 l- --- - C T À C G G - - 8 3.9 
物证 2 J- - - - - c T À € G Ç - - 8 3.9 
FEI |- - —- - - - =< - - - - - - - 1 12.7 
对 照 2 J|- -- - - - Á — -=-= =- - 3 16.7 
1 对 照 3 - -— — - € - - - - - - - - - 4 21.6 
对 照 4 |- - -~ - - - - - T - - - 5 15.7 
对 昭 5 |-—- — - - - - - - - T - - - 5 15.7 
WE 6 |—- —- - - - - - — —- T -— - - 5 15.7 
对 照 7 |- - - - - - - - - T —- - - 5 15.7 
| 物证 |- — —- - - - - - - T - - - 5 15.7 
. WEI |- - - - - - - - —ü- T- - - 5 15.7 

















图 加 -8 二 起 案件 狗 毛 样品 的 mDNA 序列 分 析 结 果 
以 Savolainenn (1997) 报道 的 序列 作为 标准 序 乔 进行 比较 ， 序 列 从 引物 D8 的 了 请 开始 


2. 狗 和 猫 的 线粒体 DNA 的 串联 重复 序列 分 析 

物种 间 线 粒 体 DNA 的 结构 非常 相似 ， 高 度 密 态 的 控制 区 都 有 一 个 中 央 的 保守 区 和 旁 
侧 的 二 个 高 变 区 〈HV1，HV2)。 猫 和 狗 的 线粒体 DNA 在 控制 区 含有 串联 重复 序列 ， 猫 的 
控制 区 大 约 有 1I560bp， 二 个 明显 的 串联 重复 序列 位 于 中 央 保 守 区 二 个 边缘 区 域 ， 第 一 个 序 
列 的 重复 主 型 长 度 为 和 0 ~ 82bp， 第 二 个 则 较 短 ，6 ~ 8bp 重复 单位 。 狗 的 控制 区 为 1313bp ， 
只 有 一 个 串联 重复 序列 ， 重 复 主 型 为 10bp (图 22 -9)。 

用 引物 L029 和 H606 可 以 同时 扩 增 猫 和 狗 序 列 ， 进 行囊 联 重复 序列 的 检测 ， 每 个 个 体 
得 到 多 条 带 {图 22 -10)， 每 条 带 代表 一 个 串联 重复 等 位 基因 ， 个 体 之 间 有 较 大 的 营 异 ， 
需要 注意 的 是 ， 个 体内 也 存在 较 小 的 差异 ,同一 根 氟 的 不 同 长 度 部 位 ， 图 谱 有 所 不 同 。 这 
一 点 ， 旭 同 在 人 的 线粒体 D- 环 测序 分 析 时 所 观察 到 的 异 质 性 。 
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图 22-9 人 、 猫 和 狗 的 线粒体 DNA 位 于 tRNA 和 tRNAne 间 的 控制 区 结构 





L %* ` | CK 





图 22 - 10 38 31388 DNA 的 线粒体 DNA KERESE NNSA $b PB IK ER TN 
样品 1-~4 为 4 只 不 同 的 狗 . 样品 5-8 为 4 只 不 同 猪 ,L 为 分 子 量 标准 ， 从 上 到 下 分 别 是 517bp, 396bp, 
350bp 





引物 L029 5' -TTC AGT CAA TCG TCA CAG GAC — 3 
H606 5' - GGG GTA AGG GGG GTT TC -3' 

反应 体系 在 50n 反 应 体系 中 ， 含 有 0.5pmol/L 引物 ，0,2mol/L dNTPs, I1.Smmol/L 
MgCl, 1x PCR 反应 缓冲 液 ，0.2mgyml BSA, lu Tag DNA 聚合 酶 ，1nl DNA, 

HEER 4T45s, 5745s, 72C3min, 35 个 循环 。 

产物 检测 PCR 产物 在 9.4% T, 3.5%C 的 聚 丙烯 酰 胺 凝 胶 中 电泳 分 高 ， 银 染 检 测 。 

3. 应 用 STR 分 析 进 行 狗 的 个 体 识别 与 亲子 鉴定 

关于 狗 的 STR 基因 座 , 已 有 大 量 文献 报道 ， 有 数 百 个 STR 基因 座 被 研究 ， 它 们 大 多 
为 二 核 车 本 重复 单位 ， 通 常用 来 进行 狗 的 亲子 鉴定 ， 具 有 较 高 的 非 父 排除 率 。Koshinen 
(1999) 报道 了 用 3 个 复合 体系 分 析 10 个 STR 基因 座 ( 表 22 -5， 表 22 - 6)， 并 调查 了 4 
个 品种 的 无 闫 个体 狗 样 品 ， 在 这 4 个 品种 中 10 个 STR 基因 座 的 联合 非 父 排除 率 分别 为 ， 
拉 布 拉 多 猎狗 (Labrador Retriever) 99.78%， 德 国 牧 羊 厂 (German Shepherd) 99,34%, $É 
FER (Golden Retiever) 99.46%, 4 2 388 Æ (Finnish Hound} 99.93%。 选 用 合适 的 STR Æ 
雪 座 ， 可 以 进行 与 人 一 样 的 个 体 识别 与 亲子 鉴定 。 
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表 22-5 STR 基因 座 的 排除 率 














基因 座 拉 布 拉 委 猎狗 德国 牧羊 大 金色 猜 太 Frak 
C04107B 0.14 I 046 0.12 _ _ 0.30 
CXX2054 0.5 0.38 0.39 0.53 
CXX2004 0.22 0.28 0.29 0.24 
CXX2001 0.24 0.50 D.34 0.51 
CXX2132 0.74 0.45 0.50 0.65 
CXX2137 0.58 0.54 0.37 0.69 
CXX2146 0.54 0.40 0.71 D.66 
CXX2088 0.28 0.30 0.27 0.33 
CXX2168 0.55 0.48 0.40 0.36 
CXX2175 0.38 0.04 0.54 0.62 
联合 D.9978 0.9934 0.9946 0.9993 


表 22-6 复合 体系 、 引 物 用 最 与 荣光 标记 








HAE 复合 体系 Ë. (pmol) 荧光 标记 
CO4107B 1 | 3.5 i I FAM i 
CXX2054 1 1.2 FAM 
CXX2004 1 1.8 HEX 
CX%X2001 2 5.0 TET 
CXX2132 2 2.5 'TET 
CXX2137 ， 2 2.5 HEX 
CXX2146 2 20.0 HEX 
CXX2088 3 1.5 HEX 
CXX2168 3 6.0 TET 
CXX2175 3 14.0 FAM 


PCR 反应 在 25pl 体系 中 进行 ，DNA 3 S ABEL 1,5u。 热 循环 参数 为 94°C 3min 热 变 
人 性， 然后 94%230s, 60% lmin，72%1min，35 个 循环 ， 最 后 75 G 15min, 

Francisco (1996) 用 分 子 克 隆 方 法 ， 从 基因 库 中 筛选 出 50 t ARERR STR 基因 
座 ， 表 22-7 列 出 了 47 个 STR 标记 的 克隆 名 称 ， 引 物 序列 、 退 火 温 庆 、 多 态 性 指数 及 片 
段 太 小 。 
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表 22-7 四 核 背 酸 标 记 的 特点 

m EE PC fi PCR 产物 退火 ESHE REGTE I 
名 称 。 序列 ”大 小 tbp) 温度 列 ( ~ 3) (5 3) 
2001 (GATA Ja D.62 131 下 TCCTCCTCTTCTTTCCATTCC TGAACAGACT[IAAGGATAGACACC 
2004 (GÀAÀ)H 0.79 237 58 《CTAAGTOGGCAGCCTCCTCT ACTCTGCACCTACTCAGGTTGCA 
2006 (GAAT) 0.48 191 和 TOGGGGCCGTIAAGAGTAATC CTAGGUCUTAAACCCCTGAGC 
20 (ATGA e 0.69 228 59 AAATECAACACTTCA CC KTUC CCLCTIACAGCTICATTTTCC 
2016 (GAA5)5 0.76 318 SR CATTTTTTAAGCGATGGAGACAGC  AACACGTGICCLATGGCCTAC 
2047 (GCTA)OGATA ),- 0.44 268 58 CGTATCCAGTCCCCCGTTC COCAGTACCACCTTCACGA 
2018 (AGAN(CAATA } 0.58 149 58 TIGCTTTACCGCTICATTITATT CaACLCTECCTTCTCCCTCTG 
2050 (TAAA),NCAAAC)5 0.42 258 59 CTATCGAGTCCCGCGTTG CTGGGAGUOTOCAAGCOTTTAA 
2054 (GATA) 0.66 151 58 GCCTTATICATIGCAGTTAGGG — ATGCTGAGTTTTGAACTTTCCC 
2060 (GAAT), 0.37 222 59 GTITTGAGGAAGCETTGETG CAAGCAACGCCCCACTATTE 
2062 (GAAT), D.48 136 38 GGCTTCTGGAGACAGGCAT CAGAACGCTGTCTAGCCETT 
2079 (GGAT})p 0.55 275 58 《CACCCGACCACATCCTTT ATTGATTCTGATATCCCCAGC 
20872 (GAAA s 0.84 1300 38 CTGECACATTCACTGATGE CAACTCCUTCCCTCATTTCA 
20875 (GAAA365 0.76 ~240 58 CTGCCACATICACTGOATCC CAALTCLCTCCCTCATTTCA 
2088 (TITTA Jut TTCA}4 0.59 117 38 CCCTCTOCCTACATUTCTGC TACGGCATGCATATAACCACC 
1096 (GAAT), 0.37 104 38 CCGTCTAAGAGCCTCCCAG GACAAGGTITCCTGGTICCA 
2097 (GAAA)6 0.70 288 38 CAATGTCGAATTCCATGGTG ATCCACCAACATCTOTTTGTC 
2100 {GATT}; 0.26 166 38 AGTCCCACATCAGGCTTEC TCATCTAGCTGAGCTCTTCTCA 
2107 (GAAA)& 0.56 373 58 CATCATTATTGGGCTCCATG CTGTGTCATCATTAAGCTAAGTOCT 
2109 (CATT), 0.60 176 58 CAATCCAGCAACCCTCATCT CAGGGATIGAGTCCCACATO 
39 (GAAAA) p 0.64 187 58 AGTTGTÜAGCATUIGTTTICTCA — TICAGTCTGGTSTGCAATGTCC 
230 (GAAAYL 0.79 300 $8 GCTGTCCTGCACTTTTCCTC CTTAAGGAATACTICGGGGTCC 
2131 {CAMA 0.79 372 58 ATGAAGGOCTCACGCCAAG TGATCACACTCATUCTCCCCA 
2132 (GAAA34 D.85 272 60 CACTGGGAGTGGAGACTGCT TGGACAGCCAACTACAGGTG 
2137 (GAAA)4 0.26 185 58 GCAGTCCCTTATICCAACATG CCCCAAGTTTTCCATCTGTT 
2138 (GAAA) uy 0.36 271 58 AATGTGOCCAACATTCCACT AAGTCCCATOTAGGUTCC 
2140 (GAAA3146 0.77 146 58 GGGGAAGCCATITTTAAAGC TGACCCTCTGGCATCRAGGA 
2141 (GCAAA)4 0.89 540 58 CAATGCTCCTTAGATTGCAGG ACCCAACCAAACTACAAGCAA6G 
2142 (CAAA)5 0.64 294 58 CCTCACATGTCOTGCATGC GCACTOCATGAGGCAGGT 
2144 (GAAA) ua 0.63 289 38 GTGGCTETITFTGATGAGGG CCTGCGTCOTTCAGTCAGCTT 
2145 {CAAAY, 0.86 280 58 CAGTCGGGTTTAGGGTCTCA CAGTCGGGTTTAGGGTETCA 
2146 (GAAA s D.85 378 58 GGGUTCCUACTAACCACTATCT — TACCATAACAAAGCCAACCC 
2148 (GAAA)n 0.72 480 58 CGCAGAAATGGAGACTATCAGG GITUCCACGATGGACTCCC 
2149 (GAAA)6 0.76 308 58 CATCGAGCCTGCTTATCCAT AACCCCTTAGCCACCCAG 
2152 (GAAA3)45 0.89 433 58 ACCCCTCUTTFOATGCTCTCTC ACCATATCUACTACCGAAGGCAC 
2155 (GAAA Jy 0.70 457 58 TCTAGATCATCGACACATTGCC AGCCAAATATGCCAAGGATG 
2158 (GAAA Ju 0.86 274 58 ATGGUCACATCACCUTAUSTC CTICTETCTGCATCRCRCATGAA 
2159 (GAAAY; 0.80 182 58 GAATCCCACATGGGUCTC ATFAAGTTTTGAAAGCCAGGTAAC 
2161 (GAAA}n 0.70 250 58 TOACCAAGAAACCCTCCACT CATICCCAACGOGAGGACTCT 
2162 {CAAAYI 0.34 208 S58 AAATIGAGCCCCACATCAAG CCCATCTGGTACTUOGTTITTG 
2164 (GAAA)s 0.76 303 58 GATTATGACTCOGAACCAAAGGC TGGAGGAAGTTCATTAAGCACC 
2165 (GAAA)4 0.91 326 38 GGATGGAGTCCCACATCG CETCACCCCAAATTCTTTAGC 
268 (GAAA Jy 0.75 213 58 GCAAATTACTTACTTCACTATGCC TTGCAAGACTTCAACATGGC 
2171 (GAAA)3 0.82 =6 58 CTATGCOACTCTAGATICTGGG — ACACATGCAGATAGCTCCTGG 
2174 (GAA1A1A31 0.33 201 $8 CACCTGTTCTCATAGAATGCAG — AAGYCTCGCCTCGGCGTC 
2175 (GAAAYs 0.78 251 58 TTCATTGATTICTCCATTOGC AGGACTCTAAAAACTTCCCTCC 
2301 (GAAA)84 0.75 154 58 ATCAACAATGCATGCCACAT CAGAAA8AATAAATGCAAGCCC 
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22.4.2 马 的 DNA 分 析 
15 个 STR 基因 座 用 于 马 的 个 体 识别 和 亲子 鉴定 (K 22 8, 9), FET 3 T E ë Ik 
系 进 行 分 析 。 
2-8 用 于 马 的 亲子 鉴定 STR 标记 





基因 座 puii 等 信 基 因数 ”MM 等 位 基因 长 度 (bp 等 位 基因 长 度 范围 参考 交 献 
YHI20 FAM 10 9 89 - 107 
HTG4 FAM 8 133 127- 141 
AHT4 FAM 14 158 138 - 170 
HMS7 FAM 10 179 167 — 189 
Lex3 FAM 13 210 194 — 220 
CA425 FAM 11 244 230 - 250 
HTG6 Joe 9 96 84 —- 106 
AHTS Joe H 138 128 - 152 
HMS6 Joe 81 163 153 - 171 
ASB2 Joe 13 244 22 - 256 
HTGID Tamra 15 191 89 — 117 
HTC7 Tamra 5 126 120 - 130 
HMS3 Tamra 1 160 150 - 174 
CA412 Tamra 9 196 188 — 208 
HMS2 Tamra 8 228 218 - 232 


表 22-9 马 的 STR 基因 座 的 复合 PCR 反应 体系 


CR l.25mmol/L 引物 汇合 Ta DNA E C 
AARE ”基因 座 , . 水 Cpl} AABO 11) 
BOD NTD WD ARD 
8- plex  VHL20,HTG4, — 1.5 4.0 8 0.5 - 14 
AHT4 ， 
HMS7 , HTG6, 
HMS, 
HTG7 ,HMS3 
A- plex  HMS2,AHTS, 1.5 4.0 4 0.5 4 14 
ASB2, l 
HTC7 
3_plex Ca425,CA412， — 1.5 4.0 3 0.5 5 14 
Lex3 


#0.5H 10pmol/ L 引物 在 反应 前 预先 混合 在 一 起 
* 使 用 的 酶 为 AmpliTag COLD (ãu/pl, PE) 








分 析 方 法 

按 表 22 -9 准备 PCR 反应 混合 液 ， 每 个 反应 管 中 分 装 14p1l， 再 将 lol 模板 DNA (20 - 
50pg) 加 人 到 反应 管 中 。 盟 和 Smin，、 然 后 95% Imin, 60 C 1.5min, 72 2min, MH 34 次 ， 
72C7min，4 人 保存 。1ji 扩 增产 物 在 6% 变性 柴 丙 烯 酌 胺 紧 胺 中 电泳 检测 、 进 行 基因 分 
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22.4.3 猪 的 DNA 分 析 

已 有 研究 报道 应 用 STR 进行 猪 个 体 识别 与 亲子 鉴定 。Yue (1999) 报道 了 用 8 个 PCR 
复合 体系 扩 增 分 布 在 4 条 染色 体 上 的 29 TOR, = Hj fr ñ STR 基因 座 。 引 物 序 列 吓 在 
网 站 http: ZZ/www.ri.bbsre,ae.uk/pigmap/pigbase/pigbase 找到 。 

复合 体系 1 (50094, Sw38, 50143, S0144, S0090 和 50146): 

在 12.5nl 反应 体系 中 ， 含 有 100umol/1. dNTPs, 5Ommol/1. KCI, l0mmol/L Tis — HCL 
(pH8,3), 1.5mmol/L MgCl, 1.25u Taq DNA RAM, 50ng 基因 座 DNA， 分 别 为 0.2pmol7L， 
O.2umol/L, D.2umol/L, 0.2pmol/L, O.bpmol/IL, O.8pmolAl 的 S0064, Sw38, S0143, SOH44, 
S0090 和 S0146 EAE GIA o 

复合 体系 2 (80025, $0066, 50035}: 

反应 体系 同 复合 体系 1， 只 是 Taq DNA 聚合 酶 改 为 0.735u， 引 物 浓 度 分 别 为 90025 
0.16pmol/L, S0066 0,4pmol/T., S0035 0,126mol/I,, 

复合 体系 3 (50282, Sw864, 50115, S0068); 

反应 体系 同 复合 体系 1， 只 是 Taq DNA RARA 1.00， 引 物 浓 度 分 别 为 : S0025 基 
HE 0.3pmol/L，Sw864 Æ [H Æ 0.2umol/L, 50115 Æ H Æ 0.06umol/L, S0068 基因 座 
0. 12pmol/ Ls 

复合 体系 4 (80505, S0076, 50212): 

反应 体系 同 复合 体系 5， 只 是 MgCh 浓度 改 为 3.0mmol/T.， 引 物 浓度 分 别 为 S0605 基 
[NE O.l26mol/1., S0076 基因 三 0.18umol/1., 50212 基因 座 0, 2umol/Lo 

复合 体系 5 (Sw1021，Sw1057，Sw874): 

反应 成 分 同 复合 体系 3， 引 物 浓 度 分别 为 ，Sw1021 基因 座 0.2umol/L, Sw1057 基因 座 
0.2pmol/L，Sw874 基因 座 0.2jumol/L。 

复合 体系 6 (Sw2001, w824, Sw581): 

反应 成 分 同 复合 体系 [， 不 过 反应 体积 改 为 6.25, 0.5u Taq DNA RGR. HERE 
分 别 为 ，Sw2001 基因 座 0.2pmol/L，w824 基因 产 0.4umol/L，Sw581 ÆA Æ 0.2umol/ L, 

王 述 6 个 复合 惧 系 循环 条 件 为 : 94%45s, 55%30s, 72%C45s, 33 个 循环 。 

复合 体系 7 (Sw520, 50102, 50147, TNFB): 

反应 体系 同 复合 体系 5， 引物 浓度 分 别 为 : Sw520 基因 座 0.2umo/L, 50102 基因 座 
0.4pmol/L，S0147? 基因 座 O. 3pmol/L, TNFB 基因 座 0,1pmol/L。 循 环 条 件 : 94%45s, 50% 
30s, 72%C45s, 30 个 循环 

复合 体系 8 (Sw1329, 50215, 50083): 

反应 体系 同 复合 体系 6， 引物 浓度 分 别 为 : Swl329 基因 座 0.2umol/L, S0215 基因 座 
0.2pmol/L，50083 基因 座 0,24pmol/Le EMER: 9445s, 5830s, 7245s, 33 个 循 
环 。 

PCR 产物 分 离 检测 3MPCR 产物 在 5% RAR eh Ek; ls00v, 45W, 50€, 
0,6x TBE 为 电极 缓冲 滚 。 根 据 分 子 量 内 标 测定 片段 大 小 ， 进 行 基因 分 型 。 

Ruyter(1994) 报 道 了 5 个 STR 基因 座 , 这 5 个 基因 座 的 名 称 和 引物 序列 等 如 表 22 - 10 所 示 。 
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表 22-19 5 个 STR 基因 座 引 物 序 列 














名称 TET 引物 (s'-3') 等 位 基因 数 ” 杂 介 度 
S0111 (TG) A: TCA GTT ATT TET GGC TAT CAT CTE 5 69% 
B: TTG ATG TAG ACC ACC CAG CTA GTG 
50112 (TG Jo CAG ).GG A: AAT CCT GAG TAT CCG TAA TCA GGU ; 8 
(AG). B: TIG ACA TGA TGC AGA CAA GGA GTC 
80113 A: AGC CTC CGT GTA ATA TAA TCC TTG 
(TG), {TA)sNio 5 72% 
B: ACG ACA TCT CTC ATT CTC TGG CAG 
S0114 A: CTC ACA AAA CGG GAT CTG TCC AGT 
(TCh TA (TG), I 5 70% 
B; CTG TGT GCC ATT CTT ATC AAA GUA 
A: TGA TGC ACT CTG TGG CCC ACA CCA 
50115 (GT), (GA) 9 80% 
B: ACC ATG GCT TGA GCT TGA GCC ACC 
分 析 方 法 : 





在 20 岂 反应 体系 中 进行 PCR 反应 ,反应 中 含有 25ng 基因 组 DNA，10pmol 引物 ， 
200pmoi/L dNTPs, 0.lu Tag DNA XA, 1.5mmol/L MgCl, 50mmoəl/L KCI, 10mmol/L Tris 
- HCI (pH9.0), 0.01% H ARE, 0.1% Triton X — 100, PCR 循环 为 : 94C 1min, 55€ 30s, 
72Clmin, 30 AMR, 72C10mins PCR 产物 用 6% 变 性 聚 内 烯 酰胺 凝 腕 电泳 分 离 ， 检 测 。 


22.5 植物 和 微生物 DNA 分 析 在 法 医 鉴定 中 的 应 用 


犯罪 分 子 在 作案 过 程 中 无 意 间 使 自己 身上 、 衣 物 、 鞋 福 、 作 案 工 具 或 交通 工具 携带 有 
犯罪 现场 或 和 周围 环境 中 的 物体 ， 如 泥土 、 植 物 的 叶片 、 花 瓣 、 种 子 、 苇 粉 及 果实 或 果 守 
等 ， 或 者 尸体 身上 粘 有 这 些 物质 。 对 这 些 物 质 进 行 分 析 ， 判 定 犯 界 嫌疑 人 是 否 去 过 案件 现 
场 ， 或 者 确定 第 一 犯罪 现 声 位置， 常常 对 一 - 些 案件 的 侦破 具有 重要 作用 。 

对 于 案件 现场 及 周围 环境 中 这 些 物证 ,或 根据 植物 的 形态 学 特 入 或 植物 的 分 类 学 特 
征 ， 或 者 根据 土壤 的 土质 、 色 洋 、 矿 物质 等 特征 加 以 区 分 、 比 较 来 进行 判定 。 这 要 求 检验 
人 员 具 有 丰富 的 知识 与 经 验 、 裔 练 的 技术 。 而 且 ， 在 实际 案件 中 ， 犯 罪 分 子 身 上 或 尸体 上 
附着 的 植物 或 泥土 样品 条 件 很 基 ， 凭 借 普 通 形态 分 类 学 方法 可 能 无 法 确认 和 区 分 它们 ， 因 
叱 对 这 些 植物 和 泥土 样 部 的 检验 与 利用 较 少 。 随 着 分 子 生物 学 技术 的 发 展 ， 可 以 应 用 
DNA 技术 对 这 些 样品 进行 分 析 和 检验 ， 确 定 它们 的 种 类 与 周围 坏 境 中 同类 物质 的 相似 性 。 

22.5.1 应 用 RAPD 技术 进行 植物 鉴定 

植物 的 品系 鉴定 与 个 体 识 别 ， 常 用 的 方法 是 RAPD， 曾 被 美国 应 用 于 一 起 刑事 案件 个 
EH. 在 1992 年 5 月 3 日 民 晨 ， 两 个 有 晨 起 慢跑 的 人 经 过 卡特 后 勒 公 司 在 亚利桑那 沙漠 的 
一 个 废弃 试验 场 时 ， 发 现 了 一 具 女 尸 。 经 警察 泣 查 ， 他 们 找到 了 一 和 名 叫 马 克 : 博 根 的 卡车 
司机 。 但 博 根 对 警察 说， 他 已 有 15 年 没有 去 过 堵 个 试验 场 附近 了 。 他 奈 认 让 死者 搭 过 车 ， 
并 和 她 发 生 过 性 关系 ,甚至 那 晚 还 和 她 打 过 保 。 和 警察 搜 桔 博 根 卡车 时 ， 在 博 根 的 卡车 底座 
发 现 了 两 个 假 紫荆 树 的 种 子 壳 ， 谋 杀 现 场 正 好 有 一 颗 假 紫 荆 树 被 折断 。 为 了 证 明 该 种 子 过 
来 自 于 现场 被 折断 的 那 株 植 物 ， 调 查 人 员 将 2 个 假 紫 荆 衬 的 种 子 直 和 那里 的 所 有 假 紫 旗 树 
豆 黄 送 往 亚利桑那 大 学 植物 基因 学 家 蒂 莫 西 ' 海 伦 贤 特 里 斯 那里 ， 进 行 DNA 检验 。 他 用 
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RAPD 技术 检验 所 有 的 豆 莱 ， 结果 发 现 卡车 上 发 现 的 种 子 沉 与 现场 被 折断 的 那 棵 假 紫 荆 树 
的 DNA 图 谱 一 致 ， 而 与 其 他 3 组 41 标 假 紫 荆 树 的 不 同 ， 为 断案 提供 了 有 说 服 力 的 间接 证 
据 。 

22.5.2 应 用 DNA 技术 分 析 土 壤 中 微生物 

新 西 兰 环境 科学 研究 所 Horswell (2001) 分 析 土 壤 中 微生物 的 核糖 体 基因 (rDNA) 确 
定 土 壤 是 否 一 致 。 其 原理 是 土壤 中 含有 大 量 微 生物 ， 包 括 真菌 和 细菌 等 ， 不 同 地 方 的 土壤 
中 所 会 的 微生物 种 类 有 所 不 同 ， 即 使 同一 地 方 不 同 地 表 的 土壤 ， 其 所 会 微生物 也 不 同 ， 用 
DNA 技术 分 析 土 壤 中 微生物 的 DNA 图 谱 ， 比 较 二 者 的 图 谱 ， 观 察 DNA 峰 或 谱 带 是 否 一 
致 ， 计 算 二 者 的 相似 性 ， 确 认 二 者 土壤 是 否 有 关系 .相似 竹 用 相似 指数 (similiarity index, 
SU 来 表达 。 


x 
SI= N 


其 中 x A ZAARA peA (sp) SE, N 为 二 个 图 谱 中 所 有 出 班 的 峰 (F) 
数目 。 

图 22 - 11 是 一 起 案件 中 水 及 的 靳 子 上 的 泥 工 与 犯罪 现场 留 下 的 靴子 印 的 泥土 中 微 生 
物 的 DNA 分 析 结 果 ， 二 者 图 谱 非 常 相似 ， 计算 相似 指数 为 0.91， 上 县 有 比 其 他 地 方 的 泥土 
高 的 相似 指数 ， 可 以 确定 该 妹子 上 的 泥土 与 现场 靴子 印 泥土 一 致 ， 帮 助 办 案 人 员 确 定 穿 用 
此 靴子 的 人 曾 到 过 犯罪 现场 。 
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第 二 十 三 章 ”质量 控制 和 质量 保证 与 数据 库 


23.1 质量 保证 与 质量 控制 


23.1.1 概述 

DNA 分 型 技术 的 应 用 使 法 医 DNA 分 析 人 员 能 够 对 各 种 生物 物证 进行 个 人 同一 认定 ， 
对 案件 的 侦破 和 审理 起 着 二分 重要 的 作用 。 困 此， 实验 结果 的 高 度 准 确 性 和 可 重复 性 二 分 
恒 要， 为 了 和 保证 检验 结果 的 可 入 忻 ， 必 须 制定 科学 的 质量 保障 体系 ， 对 检验 程序 进行 严格 
的 控制 。 建 立 详细 、 严 格 的 质量 保证 体系 有 助 于 建立 科学 、 合 理 的 分 析 程 序 。 

质量 保证 指 的 是 保证 质量 控制 的 正确 实施 ， 即 保证 DNA 分 型 符合 专门 标准 所 采取 的 措 
ME. DNA 实验 室 应 用 的 质量 控制 措施 是 保证 DNA 分 型 的 质量 符合 和 满足 一 定 的 标准 。 质 量 
保证 是 一 个 动态 的 、 需 要 定期 检查 和 不 断 改进 的 过 程 ， 随 着 检验 系统 的 改进 而 不 断 变 化 。 

早 在 1988 年 ， 在 美国 联邦 调查 局 生物 实验 室 主 持 下 由 31 名 美国 、 加 拿 大 法 庭 DNA Fl 
学 家 及 其 它 科 学 家 组 成 了 DNA 分 析 方 法 技术 工作 组 【Technical Working Group on DNA Anal- 
ysis Methods, TWCDAM), ， 提 出 了 实施 质量 保证 和 质量 控制 体系 的 一 些 原则 。 在 以 后 的 岂 年 
里 不 断 完善 、 修 改 。 

欧洲 在 1989 年 成 立 了 由 欧洲 国家 警察 组 织 、 大 学 研究 所 等 承担 法 医 个 体 识别 鉴定 工 
作 的 实验 室 所 组 成 的 欧洲 DNA 分 型 小 组 (EDNAP，European DNA Profiling group), X DNA 
分 型 的 技术 操作 及 结果 判读 等 提出 了 质量 保证 和 质量 控制 体系 ， 以 达到 分 型 结果 的 可 比 
性 。1998 Æ, DNA 分 型 在 第 27 届 欧 洲 地 区 会 议 中 通过 新 的 质量 保证 和 质量 控制 体系 ， 着 
重 在 标准 化 方面 作 了 详细 论述 : 包括 DNA 技术 ,线粒体 DNA 群体 遗传 问题 ， 确 定 了 欧洲 
标准 的 STR 基因 座 (ESS) WA, FA31⁄A, THOI (TC11), D21811, FGA; 明确 了 法 庭 
DNA 实验 室 对 各 类 不 同 检 材 收集 与 提取 的 工作 要 求 ， 欧 洲 各 国 DNA 技术 的 协调 ，DNA 数 
据 雷 、 质 其 保证 与 培训 和 国际 间 DNA 分 型 交流 的 必 备 条 件 等 。 

拉丁 美洲 《墨西哥 及 其 南部 的 美洲 ) 的 20 多 个 国家 在 1997 年 共同 成 立 了 一 个 拉丁 美 
Ñ, DNA 分 型 工作 组 【GITAD)， 其 目的 是 在 所 有 拉丁 美洲 的 DNA 分 型 实验 室 起 一 个 协调 作 

， 以 便 联合 参与 技术 培训 和 经 验 交 流 ， 促 进 质量 保证 (QA) 和 质量 控制 (QC) 系统 。 

质量 保证 及 质量 控制 体系 包括 了 DNA 检验 的 各 个 环节 ， 距 有 管理 与 技术 方面 ， 又 有 
人 员 和 检测 程序 方面 ， 主 要 包括 以 下 项 目 ， 实验 室 管理 、 人 员 素 质 及 培训 、 仪 器 设备 、 试 
剂 材料 、 证 据 保 存 程序 .分 析 方 法 与 程序 、 水 平 测试 、 结 果 和 解释 、 报 告 的 书写 和 复核 G 
全 措施 与 审核 等 。 使 每 个 DNA 的 实验 室 所 有 的 工作 环节 都 外 于 受 控 状 态 ， 以 确保 DNA 检 
验 分 型 的 正确 性 、 可 比 性 和 实验 室 数 据 的 完整 性 。 

23,1.2 质量 保证 体系 具体 内 容 

1. 人 员 

要 求 分 析 人 员 具 备 一 定 的 学 历 ， 了 解 、 熟 悉 DNA 检验 相关 基础 学 科 如 生物 化 学、 遗 
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传 学 、 分 子 生 物 学 、 群 体 遗 传 学 及 统计 学 等 ， 经 过 上 岗 前 培 庆 ， 具 有 一 定 法医 DNA 分 析 
经 验 ， 通 过 资格 测试 。 在 工作 中 接受 再 教育 ， 如 阅读 近期 的 科学 文章 ， 参 加 研讨 会 专业 
会 议 等 了 解 新 知识 .新 技术 ， 不 断 更 新 ， 提 高 技术 水 平 。 

2. 实验 室 文 件 资料 

实验 室 必 须 保 存 DNA 分 析 过 程 涉 玉 的 各 方面 的 文件 以 及 利于 分 析 、 结 果 解 释 有 关 文 
件 与 实验 记录 ， 作 为 科学 检查 、 数 据 重新 评估 、DNA 程序 检查 的 档案 。 需 要 的 文件 有 ; 

{1) 检验 方法 和 DNA 分 型 程序 

(2) 群体 数据 一 一 包括 数目 、 来 源 及 民族 

(3) 试剂 : 记录 试剂 的 批号 ,厂家 和 有 效 期 

(4) 案件 记录 : 每 个 案件 检验 的 原始 资料 都 应 记录 保存 

(5) 数据 分 析 及 报告 

(6) 物证 处 理 方法 

(7) 仪器 的 使 用 说 明 书 及 维护 、 校 准 数据 

(8) 资格 测试 记录 、 个 人 培训 记录 

(9) 方法 有 效 性 记录 

(10) 质量 保证 及 核查 记录 

(11) 质量 保证 平 册 

(12) 安全 守则 

3. 实验 室 要 求 

(1) 实验 室 实行 严格 的 物理 空间 上 的 隔离 。 检 材 的 前 处 理 、DNA 的 提取 、PCR 扩 增 和 
产物 的 分 析 应 当 在 不 同 空间 内 进行 ， 避 免检 材 DNA 的 交 屎 污染 以 及 外 源 DNA 的 污染 。 具 
KIEA: 中 样品 初 检 区 : 检 材 查验 、 照 相 和 镜 检 区 域 。@@ 提取 区 : DNA 提取 、 洲 缩 和 
酶 解 区 域 。DNA ARRERA (ET. EARS) 理 与 其 它 检 材 分 区 或 在 不 同时 间 
ER., ©PCR 加 样 区 : PCR 试剂 、 模 板 等 在 此 加 样 - 名 扩 增 及 检测 区 : 加 样 完 毕 并 盖 上 
盖 的 试管 放 入 此 区 的 扩 增 仪 中 扩 增 。 扩 增产 物 的 保存 及 检测 也 在 此 区 。 此 区 的 仪器 和 试剂 
不 得 挪 往 其 它 区 域 。 

(2) 实验 室 每 年 按 标 淮 检 查 一 次 。 

(3) 每 二 年 有 其 他 机 构 参 与 年 检 一 次 。 

(4) 实验 室 需 制 订 且 执行 书面 的 诠释 实验 数据 的 手册 。 

4. 仪器 校准 、 维 护 及 设施 

(1) 实验 室 选 择 适 合 所 开展 检验 项 目的 仪器 ,并 处 于 良好 状态 ， 有 专人 进行 仪器 维 
护 。 

(2) 实验 宣 应 备 所 有 仪器 的 详细 使 用 说 明 书 〈 包 括 仪 器 的 生产 厂家 、 型 号 、 到 货 时 间 
等 ) 及 使 用 记录 以 备查 询 。 

(3) 定期 检修 和 校准 ， 以 保证 其 正常 运转 。 保 存 仪器 设备 的 维修 记录 。 

(4) 新 购置 或 维修 过 的 仪器 在 用 于 案件 分 析 检 验 前 ， 应 进行 校准 。 

5. WA: 

(1) 实验 室 应 使 用 与 所 用 方法 相 适 应 的 试剂 ， 符 合 DNA 分 型 的 技术 标准 。 
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(2) 实验 室 应 有 明确 的 试剂 配方 。 配 置 的 试剂 应 标明 ， 试 剂 名称、 成分、 浓度、 配制 
时 间 、 有 将 时 间 及 配制 人 等 。 

(3) 新 试剂 应 经 过 试验 证 明 结 果 无 误 后 方 可 使 用 。 

(4) 实验 室 在 使 用 以 下 关键 试剂 前 应 确认 其 最 佳 量 。 

全 限制 性 内 切 酶 

作用 于 DNA 分 型 的 商品 试剂 盒 

场 标准 样品 

图 分 子 量 标 准 

加 引物 

OHE DNA RAN 

6. 检验 方法 

(1) 法 医 DNA 实验 室 应 采用 经 鉴定 并 被 同行 业 专 家 所 认可 的 检验 方法 用 于 检 案 。 必 
须 经 过 严格 检验 后 方 能 认可 ， 包括 实验 室 之 间 一 致 性 检验 、 人 群 调查 、 环 境 耐 受 检验 、 基 
质 检 验 和 灵敏 度 检验 等 有 效 性 确认 。 

(2) 实验 室 应 有 全 部 检验 项 目的 详细 操作 手册 ， 其 中 包括 试剂 配制 、 设 备 、 对 照 、 样 
品 处 理 、DNA R, DNA 检测 标准 程序 及 数据 处 理 及 结果 解释 。 

{3) 有 效 性 确认 包括 : 

全 同一 性 : 使 用 新 鲜 或 一 定 象 件 下 保存 的 组 织 和 体液 评估 分 型 程序 ， 同 一 个 体 不 同 组 
组 的 分 型 应 一 致 。 

四 重复 性 : 用 已 知 分 型 的 样品 评估 技术 在 实验 室内 或 不 同 实验 室 间 重复 性。 

DARHA: 调查 不 同人 种 间 等 位 基因 分 布 数据 。 

人 一 致 性 ;验证 误 迹 样品 与 相应 的 流体 样品 的 分 型 一 致 性 。 

鲍 混 合 样品 分 型 : 检测 系统 对 混合 样品 分 析 能 方 ， 确 定 系统 的 最 低 量 。 

昌 环 境 耐 受 检验 : 已 知 样品 歇 赶 于 不 同 环境 ,评估 系统 对 时 间 和 降解 环境 (温度 、 湿 
度 、 紫 外 线 ) 等 影响 因素 的 反应 。 

DHEARG: 将 体液 与 常见 物质 (如 染料 、 土 霹 ) 混合 或 涂 于 织物 、 毛 皮 等 常见 载体 
上 进行 检验 ，。 

OEA REE: 验证 该 方法 是 否 能 对 人 以 外 的 生物 样品 DNA 进行 分 型 

二 灵敏 度 检验 : 确定 能 得 到 可 划分 型 所 需 的 最 小 祥 本 量 。 

人 @ 实 用 性 检验 : 将 新 方法 应 用 到 实际 案件 中 ， 检 验 实 用 性 。 

MAHE: 家 系 调查 证 明 法 医 检验 中 的 遗传 标记 的 遗传 方式 。 用 于 父 权 鉴 定 的 基因 座 
的 突变 /重组 概率 应 较 低 。 

向 基 因 定 位 : 基因 座 的 染色 体 定位 准确 。 

DRRR: 检测 多 态 性 基因 座 方 法 的 主要 点 应 记录 在 案 。 对 于 RFLP 基因 座 应 准确 
描述 所 用 的 限制 性 内 切 酶 及 探 针 ， 对 于 PCR 基因 座 应 准确 描述 其 引物 (如果 需 用 探 针 也 
应 加 以 描述 ) 。 

RFLP 分 析 程 序 的 有 效 性 确认 

名 限制 性 酶 切 ， 保证 彻底 和 特异 的 内 切 酶 消化 
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CHRE: 建立 可 重复 分 离 DNA 片段 的 参数 
加 转 称 /杂交 ， 建立 重复 转移 DNA 片段 的 参数 ,确定 一 定 特异 性 的 杂交 和 洗 脱 条 件 。 
中 确定 片段 大 小 精确 测定 程序 
PCR 及 相关 检验 方法 的 认可 
OPI PCR 必须 标明 引物 序列 
回 扩 增 样 品 必 须 严格 保护 不 被 扩 增 产物 污染 ， 扩 增 反 应 条 件 及 试剂 {引物 、 酶 和 离 
浓度 应 严格 控制 ， 保 证 结果 一 至 性 。 
例 评 居 和 指出 潜在 的 差异 扩 增 ,评估 复 合 扩 增 体系 每 个 等 位 基 央 扩 增 效率 。 
PCR 产物 检测 : 每 组 样品 都 应 设 阳 性 和 阴性 对 照 。PCR 产物 直接 分 型 ， 应 使 用 合适 
的 分 子 量 标准 标识 等 位 基因 。 检测 时 待 测 样本 要 在 等 位 基因 混合 物 或 分 子 量 标准 之 问 的 泳 
道上 电泳 ; 直接 测序 分 析 PCR 产物 ， 要 求 建立 评估 序列 的 适当 标准 ; 通过 杂交 分 型 ， 杂 
交 和 洗 脱 条 件 必须 严格 统一 ,保证 结果 的 特异 性 。 

CWR DNA 直接 固定 到 膜 上 ， 要 用 阳性 对 照 检验 其 是 否 连 接 。 如 果 探 针 直 接 固定 到 
膜 上 ， 必 须 使 用 一 定 的 方法 确定 待 测 样品 中 是 否 会 有 扩 增 产物 。 

7. 物证 检 材 管理 : 

(1) 实验 室 应 有 物证 检 材 管理 文件 ， 严 格 遵 守 ， 形 保 物 证 检 材 被 检测 过 程 的 完整 性 。 

全 物证 应 标记 和 编导 ， 以 免 混 湛 。 记 录 或 描述 物证 剪 取 部 位 。 

全 所 有 物证 都 有 登记 表 ， 记 录 各 检测 步骤 和 环节 。 

塌 有 置 定 专门 的 物证 检 材 贮藏 空间 。 

(2) 实验 室 应 保留 部 分 物证 检 材 并 妥善 保管 防止 腐败 和 丢失 ， 以 便 复 核 。 

8. 分 析 程 序 

中 进行 样品 评估 与 准备 。 

ODNA 提取, ,转移 样品 或 加 样 时 要 得 名 或 经 他 人 核对 。 

@DNA 定量 分 析 。 

@DNA 分 型 。 实 验 中 设置 阴性 、 阳 性 及 试剂 空白 对 照 ， 必 须 严 防 污 染 。 采 用 等 位 基 
因 标 准 物 或 和 内 标 进 行 分 型 。 

9, 检验 报告 

书面 记录 实验 过 程 与 分 析 结 果 ， 用 于 检验 报告 书写 。 

(1) 实验 室 应 保存 物证 检验 记录 、 原 始 数 据 及 所 有 人 员 的 分 析 结 果 。 

(2) 检验 报告 应 包括 : . 

全 送 检 单 位 及 送 检 人 

@ 9 4183 

地 检验 方法 的 描述 : 所 使 用 的 检验 方法 及 仪器 、 检 验 项 目 及 试剂 

人 志 检 验 结果 ,根据 人 群 数据 计算 匹配 概率 或 相关 交 率 ， 得 出 结论 

辐 对 结论 的 说 明 : 

全 出 具 日 期 

命 检 材 处 理 

加 检验 人 员 的 职称 及 签名 





子 
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(3) 实验 室 要 书面 记录 出 其 检验 报告 的 过 程 。 

10. 资格 测试 

DNA 鉴定 人 员 和 或 实验 室 应 每 年 接受 一 次 外 单位 的 公开 或 非 公 开 的 鉴定 资格 测试 。 
检查 实验 室 或 鉴定 人 员 是 否 具 有 鉴定 案件 能 力 。 

11. 审核 

(1) 实验 室 对 所 有 检验 文件 及 报告 均 需 进行 行政 及 技术 方面 的 审核 ， 以 保证 结论 及 有 
关 数 据 的 合理 性 和 科学 性 。 实 验 室 应 建立 一 种 机 制 以 解决 检验 人 与 审核 人 之 间 对 检验 结 间 
持 不 同 结论 时 的 矛盾 。 

(2) 实验 室 应 记录 每 个 检验 人 员 的 年 度 案 件 鉴定 监测 结果 。 

12. 错误 分 型 时 的 处 理 措施 

(1) 管理 问题 : 管理 问题 (样品 分 型 错误 、 保 存 不 当 等 ) 造成 明显 的 错误 分 型 时 ， 应 
对 照 质 量 控制 各 项 规程 核查 或 完善 质量 控制 规程 。 

(2) 系统 问题 : 系统 问题 〈 仪 器 、 试 剂 、 实 验 环境 等 ) 造成 明显 的 错误 分 型 时 ， 应 立 
即 核查 上 次 合格 的 测试 与 本 次 测试 之 间 检 验 的 所 有 案件 ， 找 到 错误 原因 并 纠正 后 应 告知 所 
有 实验 室 人 员 以 免 类 似 错误 重复 发 生 。 

(3) 分 本 检验 问题 : 分 析 人 员 本 人 前 原因 造成 明显 的 错误 分 型 时 ， 该 检验 人 员 应 停 目 
RR, DNA 实验 室 应 对 该 检验 人 员 上 次 合格 的 测试 与 本 次 测试 之 间 检 验 的 案件 适当 核查 。 
找到 问题 所 在 并 纠正 后 ， 该 检验 员 经 再 次 的 资格 测试 合格 后 方 可 检 案 。 

13. 检查 监督 

从 事 DNA 检验 的 实验 室 应 遵循 质量 保证 体系 ， 确 保 数据 的 正确 性 、 完 整 性 和 可 信 性 。 


23.2 DNA 数据 库 


23. 2.1 数据 库 的 党 义 

样品 与 嫌疑 人 直接 比 对 只 发 挥 了 DNA 分 型 的 极 小 部 分 作用 ，DNA 数据 库 可 发 挥 DNA 
的 较 大 作用 。DNA 数据 库 将 法 庭 科 学 与 计算 机 技术 联合 起 来 ，DNA 分 型 结果 输 人 计算 机 
网 络 系统 构建 的 DNA 数据 库 ， 通 过 网 络 系统 ， 将 DNA 数据 连接 起 来 ， 实 现 数据 共享 ， 通 
过 比 对 系统 进行 比 对 ， 确 定数 据 库 是 否 存 在 与 比 对 样品 分 型 一 致 的 个 体 ， 如 果 与 库 中 某 一 
嫌疑 人 匹配 时 ， 就 可 缩小 排查 范围 ， 其 至 直接 认定 案犯 ; 也 可 以 将 几 起 案件 串 并 起 来 , 迅 
速 而 有 效 地 为 侦查 破案 服务 ， 发 挥 DNA 在 破案 上 的 更 大 作用 。 荧 光标 记 STR 复合 扩 增 靶 
术 及 全 自动 DNA 分 型 仪器 的 出 现 ， 使 STR - PCR 技术 检测 结果 的 自动 化 、 数 码 化 ， 加 束 
了 大 规模 建立 DNA 数据 库 的 进程 。 

采集 暴力 犯罪 人 员 的 DNA 样本 ， 有 犯罪 前 科 人 员 的 DNA 样本 进行 分 析 构 建 的 DNA 数 
据 库 ， 简 称 前 科 库 。 从 犯罪 现场 提取 的 生物 物证 进行 DNA 分 析 构 建 的 DNA 数据 库 ， 称 为 
现场 DNA 数据 库 。 现 场 检 材 DNA 分 型 通过 与 现场 库 中 的 数据 进行 比 对 ， 两 者 匹配 时 可 以 
进行 串 并 案件 ， 为 侦破 多 次 做 案 的 系列 案件 提供 了 科学 证 据 与 侦破 线索 。 与 前 科 库 中 所 有 
样本 进行 比 对 ， 当 现场 检 材 各 基因 座 基因 型 与 库 中 某 一 嫌疑 人 匹配 时 ， 再 次 分 析 库 中 被 比 
对 中 的 样品 DNA 分 型 ， 确 认 所 有 分 型 结果 正确 无 汝 ,可 以 直接 认定 案犯 。 此外， 建立 失 
e ARSE DNA RRE, ALAF., AF DNA 检验 数据 与 失踪 人 员 父 母 DNA 数据 库 中 数 
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据 进行 出 对 ， 可 进行 所 源 认 定 。 将 被 拐卖 或 失踪 儿童 DNA 检验 数据 与 失踪 儿童 父母 DNA 
数据 库 中 数据 进行 比 对 ， 可 寻找 并 认定 他 们 的 亲 牛 父母 。 

DNA 数据 库 技 术 具 有 巨大 的 发 展 潜力 及 广 伴 的 应 用 前 景 ， 而 且 随 着 数据 库 的 科学 管 
理 和 标本 数据 的 增加 ， 数 据 库 的 有 效 利 用 率 会 越 来 顽 高， 其 在 估 察 破案 方面 发 挥 的 作用 将 
会 递增 。 建 立 犯 罪 DNA 数据 库 已 成 为 法 医 物证 检验 技术 最 主要 的 发 展 方向 之 一 。 如 何 建 
立 及 使 用 本 地 区 、 本 国 的 DNA 数据 闫 已 引起 各 个 国家 及 政府 相关 职能 部 门 的 高 度 重视 。 

23. 2.2 国外 DNA 数据 库 概 况 

英国 是 世界 上 DNA 建 库 最 早 的 国家 ， 于 1990 年 开始 正式 建立 DNA 数据 上 库 ， 主 要 对 犯 
人 及 未 破案 件 现场 生物 检 材 建 库 ，1993 年 英国 皇家 刑事 审判 专门 调查 委员 会 建议 警察 可 
以 提取 嫌疑 人 非 体内 样本 用 于 DNA 检验 。1994 年 《刑事 审判 与 公共 秩序 法 》 授权 FSS 进 
fr DNA 数据 库 的 研究 ，1995 年 4 月 该 条 例 正式 成 为 英国 法 律 ， 已 成 功 建 立 了 35 万 人 的 
DNA PE, 

美国 联邦 调查 局 (Federal Bureau of Investigation, FBD 于 1990 年 联合 8 个 州 12 个 实验 
室 建立 DNA 联合 索引 系统 (Combined DNA Index System，C0DIS)。CODIS 系统 是 由 美国 联 
邦 调 查 局 建立 和 管理 的 DNA 数据 库 ， 使 地 方 、 州 和 联邦 实验 室 之 间 能 够 以 网 络 方 式 来 交 
换 、 比 较 DNA 分 型 ， 从 而 达到 罪犯 信息 异地 查询 的 自 的 。CODIS 索引 系统 通过 两 个 索引 
来 发 挥 这 种 导向 作用 : 罪犯 DNA 索引 (Convicted offender DNA Index) 和 法 庭 索 引 (Forensic 
Index), CODIS 是 一 个 庞大 的 系统 ， 组 织 形式 上 分 为 国家 、 州 、 地 方 三 级 管理 ， 以 金字 塔 
式 结 构 构 成 。 地 方 DNA 分 析 系 统 {Local DNA analysis sistem，LDAS) 为 金字 塔 的 基底 ， 其 
作用 是 管理 样本 ， 输 入 PCR 分 型 {PCR typing) 结果 ， 将 数据 核查 无 误 后 传送 给 地 方 DNA 
索引 系统 (Local DNA Index System ，LDM) ， 建 立地 方 的 数据 库 。 州 DNA 索引 系统 (State 
DNA Index System，SDIS) ， 为 金字 塔 的 中 间 结 构 ， 它 从 各 地 方 DNA 索引 系统 中 挑选 数据 上 
载 而 建立 的 DNA 数据 库 。 它 也 有 了 两 个 索引 : 州 案件 案 引 和 州 罪犯 索引 。 国 家 DNA RIA 
统 (National DNA Index System, NDIS) 是 金字 措 的 顶尖 ， 同 样 ， 它 是 由 州 DNA 索引 系统 中 
挑选 的 数据 上 载 而 建立 的 数据 库 ， 它 也 包括 国家 案件 素 引 (收集 地 方 的 案件 数据 ) 和 国家 
罪犯 索引 。 国 家 DNA 索引 系统 (National DNA Index System) 由 FBI 直接 管理 运作 ， 并 负责 
CODIS 系统 软件 研究 、 安 装 、 调 试 和 培训 等 。1998 年 CODIS 并 人 美国 法 庭 科学 实验 室 互 联 
网 (LABNET)}。 地 方 DNA 索引 系统 设立 在 当地 警察 局 ，DNA 检验 人 员 将 检验 结果 通过 
CODIS 软件 进行 分 析 ， 并 与 地 方 实 验 室 检验 的 有 关 结 果 进 行 匹 钢 检验， 车 将 数据 发 至 州 
DNA 数据 库 ， 地 方 实验 室 管理 者 可 与 州 肉 参与 CODIS 的 其 他 实验 室 实现 数据 共享 。 州 
DNA 索引 系统 可 实现 州 内 各 实验 室内 数据 共享 与 检索 查询 ， 将 数据 发 送 到 国家 数据 库 后 ， 
则 可 与 其 他 州 实现 数据 共享 。1991 年 美国 国会 通过 了 关于 建立 DNA 数据 库 的 法 案 ， 至 
1996 年 已 有 40 个 州 46 个 实验 室 参 与 了 CODIS, 98 年 和 个 州 曙 个 实验 室 加 人 CODIS， 至 
2000 年 有 50 个 州 130 个 实验 室 加 入 CODIS 系统 。 

日 本 情况 与 美国 相似 ， 已 初步 建立 “犯罪 DNA 数据 库 "。 

23. 2.3 建 库 内 容 与 要 求 

建立 DNA 数据 库 的 内 容 : 分 析 方 法 简单 、 易 自动 化 和 遗传 信息 鲁 大 的 遗传 标记 的 确 
定 ， 较 易 实现 标准 化 分 型 方法 的 确定 ， 法 律 程序 化 样品 的 采集 ， 正 确 无 误 的 数据 录 人 与 传 
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送 ， 数 据 搜索 与 比 对 系统 确定 ， 数 据 库 比 对 结果 的 应 用 与 解释 。 

标准 化 是 建立 DNA 数据 库 的 前 提 及 基础 ， 是 建 库 的 首要 环节 。DNA 数据 库 能 咨 成 功 
运行 的 关键 是 不 同 实验 室 、 不 同 实验 者 对 同一 样本 测试 得 到 的 基 国 型 完全 一 致 ， 具 有 可 上 比 
HE, 否则 就 不 可 能 为 法 诞 科 学 提供 正确 的 信息 及 线索 。 只 有 实行 标准 化 及 质量 控制 ， 才 能 
建立 高 质量 的 数据 库 。 如 果 进 入 数据 库 的 数据 有 误 ， 有 可 能 导致 假 排除 或 假 认定 两 类 错 
Dš, 使 罪犯 遂 焉 法 外 或 造成 冤 假 错案 。 所 以 对 技术 方法 的 第 选 、 遗 传 标 记 的 确定 、 参 数 指 
标 制 定 、 人 员 及 实验 条 件 的 审核 、 质 量 保 证 体系 的 建立 等 都 是 围绕 数据 正确 这 一 中 心 问 
E. . 
输入 数据 正确 无 误 作 为 首要 工作 ， 建 立 可 操作 的 严格 的 流程 模式 并 将 其 制度 化 ， 在 人 
员 方 面 对 入 员 进 行 专门 培训 及 再 训练 ， 并 实行 严格 的 淘 涩 性 测试 ， 在 样本 采集 方面 设计 专 
门 的 工具 和合 及 个 人 信息 记录 表格 ， 制 作 采 样 培训 录像 带 ， 将 所 有 个 人 信息 由 录 人 人 员 录 成 
一 个 电子 表格 ， 然 后 输 人 到 数据 库 中 并 与 DNA 分 型 结果 相关 联 。 对 样本 存放 、DNA 提取 
方法 、 定 量 、 扩 增 DNA 模板 用 量 、 扩 增 程序 、 试 剂 、 电 泳 分 析 方法 、 设 备 等 均 做 详尽 的 
规定 。 为 保证 等 位 基因 型 判读 的 淮 确 性 ， 等 位 基因 分 析 由 2 名 操作 员 独 立 进行 。 每 个 月 取 
检测 样本 的 10% 用 于 盲 测 ， 每 局 还 将 不 完全 匹配 的 样本 进行 多 至 13 ~ 14 个 基因 座 的 检测 。 
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